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Avant-propos 
 
 
 
 
Mon travail de thèse a été réalisé au sein de l’unité MitoVasc – U INSERM 1083 UMR 
CNRS 6015, et plus particulièrement au sein de l’équipe Mitolab, sous la direction du Pr. Guy 
Lenaers et la co-direction du Dr. Salim Khiati. Les principaux objectifs de notre équipe sont 
d’étudier les mécanismes physiopathologiques des maladies mitochondriales liées aux défauts de 
la dynamique mitochondriale. Cependant, la perturbation des mécanismes de fusion/fission 
mitochondriaux, est intimement liée à la distribution mitochondriale. En effet, un réseau 
mitochondrial hyperfusionné aura plus de difficulté d’être transporté au sein de la cellule, qu’un 
réseau formé de plusieurs mitochondries discrètes. Par ailleurs, la forme ainsi que la localisation 
mitochondriale sont intimement corrélées avec les besoins énergétiques cellulaires. Par exemple, 
chez la levure en phase de développement, le réseau mitochondrial est hautement interconnecté, 
et est situé à la périphérie cellulaire pour être proche de l’entrée de l’oxygène. Par contre, quand 
les levures entrent en phase stationnaire où les besoins d’ATP sont moindres, les mitochondries 
deviennent fragmentées et rondes. En outre, une protéine appelée CLUH a émergé en 1997 
comme un déterminant majeur de la distribution mitochondriale, et dont la déplétion entraîne une 
agrégation mitochondriale sévère dans de nombreux modèles. Dans ce sens, nous avons émis 
l’hypothèse que cette agglomération mitochondriale provoquée par la déplétion de CLUH, est 
liée à des défauts énergétiques et métaboliques graves. L’objectif principal de ma thèse était 
d’investiguer le rapport possible entre CLUH et l’état énergétique cellulaire, mais aussi de 
comprendre la façon dont CLUH est impliqué dans le « clustering » des mitochondries.  
 
Dans cette perspective, nous avons construit un modèle cellulaire KO CLUH dont la 
caractérisation a révélé une déficience énergétique et une altération de l’homéostasie cellulaire. 
De plus, une analyse compréhensive structure/activité de CLUH nous a permis d’éclaircir le 
mystère de l’agrégation mitochondriale en incriminant deux domaines spécifiques de la protéine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introduction 
 1 
 
I. Les mitochondries 
L’étymologie du mot mitochondrie reflète la nature dynamique de l’organelle. En 1898, Carl 
Benda reporte la présence de centaines granules dans le cytoplasme des cellules eucaryotes et 
leur attribue la dénomination « mitochondries », mot provenant du grec mitos (μίτος) pour fil et 
chondrion (χονδρίον) pour granule, sous-entendant déjà une dynamique de fusion et fission. 
 
I.1. Structure et fonction 
Les mitochondries sont de vraies usines énergétiques indispensables aux activités biologiques 
essentielles telles que la croissance, la prolifération, l’intégration des signaux et l’apoptose. Les 
mitochondries sont aussi des organites impliquées dans de nombreux processus physiologiques 
et voies métaboliques telles que la β-oxydation des acides gras, le cycle de Krebs, la synthèse des 
hormones stéroïdes, certaines étapes de la néoglucogenèse, du cycle de l’urée et de la synthèse 
de l’hème, la thermogenèse, l’homéostasie calcique et la production des espèces réactives 
d’oxygène. Ce sont des organites à double membrane, présents dans toutes les cellules 
eucaryotes à l’exception des globules rouges. En 1952, la microscopie électronique à haute 
résolution a permis de bien visualiser la structure mitochondriale (Figure 1). Les clichés ont 
confirmé la structure à double membrane, et ont montré que la membrane interne forme des 
invaginations appelées cristae ou crêtes dans la matrice de l’organelle (Palade, 1953). Dans les 
années 1990, des études de microscopie optique ont montré que les mitochondries sont des 
organites très dynamiques en constante interaction et forment de grands réseaux interconnectés 
(Bereiter-Hahn, 1990). 
La structure particulière de la mitochondrie se répartit en compartiments distincts : 
- La membrane mitochondriale externe (MME) 
- La membrane mitochondriale interne (MMI) 
- L’espace intermembranaire  
- La matrice mitochondriale 
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Figure 1. La structure mitochondriale 
 
La MME possède la même composition en phospholipides et en quantité de protéines que la 
membrane plasmique avec un ratio 1:1. Elle comprend un grand nombre de protéines 
transmembranaires appelées porines ou VDAC (voltage-dependent anion channels) qui 
permettent la diffusion passive de part et d’autre de la membrane des métabolites et des protéines 
ayant un poids moléculaire inférieur ou égale à 5 kDa (Colombini, 1980). Les protéines ayant 
une masse moléculaire supérieure à 5 kDa sont transportées dans la mitochondrie par un 
mécanisme actif utilisant la translocase de la MME, ou TOM, grâce à une séquence d’adressage 
mitochondriale appelée mitochondrial targeting sequence ou MTS (Herrmann and Neupert, 
2000).  
La MMI est très riche en cardiolipine, un phospholipide particulier comprenant quatre acides 
gras. Cette richesse en cardiolipine ainsi que l’absence des porines dans la MMI, rendent celle-ci 
très imperméable (Alberts et al., 2002). Pratiquement, tous les métabolites, les protéines et les 
ions nécessitent un transporteur spécifique pour traverser la MMI.  
La MMI héberge un grand nombre de protéines avec différentes fonctions : 
- Les protéines de la chaîne respiratoire mitochondriale responsables des réactions 
d’oxydo-réduction lors de la phosphorylation oxydative ainsi que de la synthèse d’ATP. 
- Les protéines régulant le passage des métabolites et des nucléotides à travers la 
membrane, telles que le transporteur de nucléotides adényliques ou ANT qui permet 
MMEMMI
Espace 
intermembranaire
Matrice 
mitochondriale
Crêtes mitochondriales
MME
MMI
Crêtes 
mitochondriales
Matrice 
mitochondriale
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l’échange de l’ATP mitochondrial avec l’ADP cytosolique, le transporteur de pyruvate et 
la translocase carnitine/acylcarnitine. 
- Les protéines de la dynamique mitochondriale telles que OPA1. 
- La machinerie d’import des protéines dans la matrice ou dans la MMI proprement 
dite, telles que le complexe translocase de la membrane interne TIM et le complexe 
OXA1 (Herrmann and Neupert, 2000).  
 
L’espace intermembranaire est délimitée entre la MME et la MMI. Sa composition chimique 
en ions et oses est proche de celle du cytosol puisque la plupart de ces composés diffusent 
librement à travers la MME (Alberts et al., 2002). 
 
La matrice mitochondriale est l’espace délimité par la MMI. Elle comprend 2/3 de la totalité 
des protéines mitochondriales, des ribosomes mitochondriaux, des ARN de transfert ainsi que 
plusieurs copies d’ADN mitochondrial (ADNmt) (Alberts et al., 2002). 
 
I.2. Double origine des protéines mitochondriales 
La biogenèse mitochondriale est un processus strictement régulé par l’activité de facteurs de 
transcription nucléaires et mitochondriaux. En effet, 99% des protéines mitochondriales sont 
codées par le noyau et le reste est codé par le génome mitochondrial, ainsi la transcription et la 
traduction synchronisée des gènes mitochondriaux et nucléaires sont requises pour la genèse de 
nouvelles mitochondries. 
 
I.2.i. ADN mitochondrial 
La théorie endosymbiotique suppose que les mitochondries sont des structures procaryotes 
établies au sein des cellules eucaryotes (Dayhoff and Schwartz, 1981). De ce fait, il n’est pas 
surprenant que les mitochondries aient leur propre génome. L’ADNmt est une molécule d’ADN 
double brin circulaire qui est constituée de 16569 paires de bases chez l’homme (Anderson et al., 
1981) (Figure 2). Le génome mitochondrial comprend un brin lourd H (heavy strand) et un brin 
léger L (light strand), et est extrêmement compact. Les séquences codantes sont contiguës et 
sans intron. De plus, les codons stop ne sont pas codés par l’ADNmt lui-même, mais créés par la 
polyadénylation des ARN messagers (ARNm) après la transcription (Anderson et al., 1981). 
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Seulement 5% du génome mitochondrial est non codant. L’initiation de la réplication de 
l’ADNmt se fait au niveau de la boucle D ou D-loop (Fish et al., 2004), région qui comprend 
également les promoteurs de la transcription des deux brins H et L (Clayton, 1982). La 
réplication du génome mitochondrial s’effectue à partir de deux origines de réplication 
différentes au niveau de la boucle D selon deux modalités : 
- Le premier mode de réplication est surtout utilisé pour accélérer la synthèse du 
génome mitochondrial lors d’une demande énergétique accrue. Dans ce cas, la réplication 
des deux brins est asynchrone (la réplication du brin L débutant après la réplication de 
2/3 du brin H) (Clayton, 1982).  
- Le deuxième mode de réplication est surtout utilisé pour la maintenance du 
génome mitochondrial. Dans ce cas, la réplication se fait simultanément sur les deux 
brins (Fish et al., 2004).  
 
L’ADNmt hébergé dans la matrice comporte 37 gènes dont 13 codent pour des protéines, 22 
pour des ARN de transfert et 2 pour les ARN ribosomaux 12S et 16S. Les 13 polypeptides sont 
traduits par les ribosomes mitochondriaux et constituent exclusivement des protéines structurales 
des complexes de la chaîne respiratoire. Ils comprennent 7 sous-unités du complexe I (ND1, 2, 3, 
4, 4L, 5, 6), une sous-unité du complexe III (cytochrome b), trois sous-unités du complexe IV 
(CO I, II, III) et deux du complexe V (ATP6 et 8). Les autres protéines mitochondriales sont 
codées par le noyau, ce qui nécessite un dialogue actif entre les mitochondries et le noyau 
(Wallace, 2005).  
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Figure 2. Représentation schématique du génome mitochondrial humain : les gènes 
codant pour les sous-unités du complexe I (ND1 à ND6) sont en bleu ; le cytochrome c 
oxydase (COI, II, III) en rouge ; le cytochrome b du complexe III en vert et les sous-unités de 
l’ATP synthase (ATP6 et 8) en jaune. Les 2 ARN ribosomaux (12S et 16S) sont montrés en 
violet et finalement les 22 ARN de transfert sont indiqués par des traits noirs et dénotés par la 
lettre correspondant à l’acide aminé. La boucle D (D-loop) ou région non codante comprend 
des séquences nécessaires à la réplication et la transription de l’ADNmt. Elle comprend 
l’origine de réplication du brin lourd (OH). L’origine de réplication du brin léger est annoté 
OL.(Taylor and Turnbull, 2005) 
 
 
I.2.ii. Import mitochondrial des protéines nucléaires  
Au cours de l’évolution, l’essentiel des gènes mitochondriaux ont été transférés du génome 
mitochondrial vers le noyau des cellules eucaryotes. Par conséquent, une machinerie puissante 
s’est mise en place pour importer les protéines codées par le noyau dans la mitochondrie. En 
effet, l’ADN nucléaire code pour plus de 1800 protéines mitochondriales, dont toutes les sous-
unités du complexe II ainsi que toutes les sous-unités des autres complexes qui ne sont pas 
codées par l’ADNmt. De plus, le génome nucléaire code pour toute la machinerie de réplication, 
de transcription et de traduction de l’ADNmt ainsi que toutes les enzymes métaboliques 
mitochondriales (Wallace, 2005).  
ADN mitochondrial
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Il existe deux voies majeures d’import des protéines mitochondriales : 
 
- La voie des pré-séquences N-Terminal: l’import mitochondrial par cette voie 
dépend de la présence d’un peptide N-terminal amphotère, chargé positivement. Ce 
peptide appelé MTS ou mitochondrial targeting sequence, est clivé une fois la protéine 
entrée dans la matrice (Vögtle et al., 2009). Les MTS sont des pré-séquences de ciblage 
mitochondrial canoniques et sont constituées de 10 – 60 résidus d’acides aminés 
permettant de cibler les protéines à TOM, la translocase de la MME (Brix et al., 1999; 
Yamano et al., 2008). Après le passage par le canal hydrophile TOM, les protéines 
précurseurs interagissent avec TIM23, la translocase de la MMI spécifique des pré-
séquences MTS (Chacinska et al., 2005; Geissler et al., 2002; Yamamoto et al., 2002). 
Ensuite, le potentiel membranaire active le canal TIM23 et actionne la translocation de 
ces protéines précurseurs qui sont transportées soit dans la matrice mitochondriale 
(Chacinska et al., 2009; Neupert and Herrmann, 2007), soit dans la MMI. D’autres 
protéines de la MMI passent dans la matrice avant d’être insérées dans la membrane 
interne, par la machinerie d’export OXA1 (Chacinska et al., 2009; Dolezal et al., 2006; 
Neupert and Herrmann, 2007) (Figure 3). 
- La voie des séquences internes : Cette voie régule l’import des protéines 
transporteurs de la MMI (Chacinska et al., 2009; Neupert and Herrmann, 2007). En effet, 
plusieurs protéines de la MMI, telles que les transporteurs des métabolites, ne possèdent 
pas de pré-séquences clivables. Par contre, ces protéines possèdent des séquences 
internes moins bien définies pour le ciblage mitochondrial. Ainsi, elles traversent la 
MME par l’intermédiaire de TOM, l’espace intermembranaire par l’intermédiaire  des 
chaperonnes TIM9 – TIM10 et s’insèrent au niveau de la MMI par l’intermédiaire de 
TIM22, la translocase dédiée aux transporteurs (Chacinska et al., 2009; Neupert and 
Herrmann, 2007; Rehling et al., 2003) (figure 3). 
 
A côté de ces deux voies bien connues, il existe d’autres voies d’import des protéines 
mitochondriales telles que la machinerie de tri et d’assemblage protéique (SAM) qui permet 
d’insérer les tonneaux-β dans la MME (Paschen et al., 2003; Wiedemann et al., 2003), la voie 
d’insertion des protéines hélices- au niveau de la MME qui se fait par MIM1, protéine d’import 
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mitochondrial (Becker et al., 2011; Hulett et al., 2008; Papic et al., 2011), la voie des complexes 
SAM et MIM1 qui forment certains complexes de la MME et la voie MIA qui permet le ciblage 
et le repliement des protéines de l’espace intermembranaire (Chacinska et al., 2004; Mesecke et 
al., 2005; Naoé et al., 2004). 
 
Figure 3. Les deux voies classiques d’import mitochondrial post-traductionnel : la voie 
des préprotéines ayant une séquence de ciblage mitochondrial N-terminal (protéine verte), et 
la voie des préprotéines ayant des séquences de ciblage internes (protéine violette). 
 
 
Tous les modes d’import de protéines mitochondriales cités précédemment se font après la 
traduction complète de la protéine dans le cytosol. C’est ce qu’on appelle l’import post-
traductionnel (Hallermayer et al., 1977; Neupert, 1997; Reid and Schatz, 1982). Par contre, un 
autre modèle d’import a surgit suite à la détection de ribosomes actifs à proximité de la MME. 
C’est l’import co-traductionnel (Kellems et al., 1975). En effet, dans les cellules de levures et des 
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mammifères, un groupe d’ARNm codant des protéines mitochondriales ont été localisés 
préférentiellement à côté de ces organites (Devaux et al., 2010; Marc et al., 2002; Margeot et al., 
2002; Matsumoto et al., 2012). La localisation des ARNm dans ce compartiment permet la 
traduction des protéines à proximité de leur  destination finale. Ainsi, cette régulation spatio-
temporelle de l’expression génique permet de protéger la cellule des effets néfastes possibles de 
protéines mal ciblées (Martin and Ephrussi, 2009).  
 
Un des acteurs de cet import mitochondrial co-traductionnel est TOM20, un composant 
majeur du complexe TOM. Il lie les ARNm et les stabilise à proximité de la mitochondrie où ils 
sont traduits par des ribosomes (Eliyahu et al., 2010). La fonction de TOM20 est finement 
régulée par NAC (nascent polypeptide-associated complex), une protéine chaperonne qui lie les 
ribosomes et améliore l’import des polypeptides mitochondriaux lors de la traduction. En effet, 
chez la levure, il s’est avéré que NAC lie les ribosomes cytoplasmiques à la MME par 
l’intermédiaire d’un récepteur spécifique OM14 (outer membrane protein 14). Cette association 
NAC-dépendante permet de moduler la biogenèse mitochondriale en permettant la traduction des 
protéines mitochondriales à proximité de la machinerie d’import TOM (Kirstein-Miles et al., 
2013; Lesnik et al., 2014) (figure 4). 
  
En outre, certaines protéines sont capables de lier des ARNm de protéines ayant la même 
fonction et localisation cellulaire. Gerber et al. ont trouvé que PUF3p est une protéine liant 
presque exclusivement les ARNm cytoplasmiques des protéines mitochondriales (Gerber et al., 
2004). La liaison d’un groupe particulier d’ARNm à une protéine bien définie pourrait être un 
enjeu pour la coordination entre la localisation, la traduction et la dégradation de ces ARNm, et 
donc une sorte de programmation ciblée de l’expression de ces protéines mitochondriales. Dans 
ce sens, la protéine CLUH, qui fait l’objet de ce mémoire, a été montré comme étant capable de 
se lier aux ribosomes sur la MME et aux ARNm nucléaires codant pour des protéines 
mitochondriales. Il est, de ce fait, fort probable que CLUH intervienne dans l’import co-
traductionnel au niveau de la mitochondrie (Gao et al., 2014; Sen and Cox, 2016), mais ceci reste 
à être confirmé. 
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Figure 4. L’import mitochondrial co-traductionnel : le récepteur de la MME OM14 
interagit avec l’hétérodimère NAC au cours de la traduction ribosomale. La protéine est 
traduite à proximité de TOM, améliorant ainsi son import mitochondrial (Lesnik et al., 2014). 
 
I.3. Métabolisme mitochondrial 
Les mitochondries interviennent dans le catabolisme des nutriments pour produire de l’ATP. 
Les réactions enzymatiques d’un métabolisme intermédiaire permettent de dégrader les hydrates 
de carbone en glucose/pyruvate, les lipides en acides gras et les protéines en acides aminés. 
Ensuite, la mitochondrie transforme ces molécules en NADH et FADH2 par la glycolyse, le cycle 
de Krebs, et la β-oxydation. Les intermédiaires énergétiques NADH et FADH2 sont ensuite 
oxydés par la chaîne respiratoire afin de fabriquer l’ATP : c’est la phosphorylation oxydative. 
 
I.3.i. Glycolyse 
La glycolyse est la voie catabolique des glucides, plus particulièrement du glucose, et aboutit 
à la formation du pyruvate.  
La glycolyse est la résultante de 10 réactions enzymatiques qui permettent de dégrader le 
glucose selon la réaction suivant :  
1 Glucose + 2 NAD
+ 
+ 2 ADP + 2 Pi  2 Pyruvates + 2 ATP + 2 NADH, H+ + 2 H2O 
 
Ces 10 réactions peuvent être divisées en 3 étapes majeures (Figure 5): 
- La phase d’activation des hexoses par phosphorylations successives : le glucose 
est phosphorylé sur deux carbones C1 et C6. La glucokinase ou l’hexokinase phosphoryle 
le glucose sur le carbone C6. Cette réaction irréversible consomme une molécule d’ATP. 
Ensuite, la phosphoglucose isomérase isomérise le glucose 6-phosphate en fructose 6-
phosphate. Ce dernier est finalement phosphorylé sur le carbone C1 par la 
TOM OM14
NAC
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phosphofructose kinase, menant à la formation du fructose 1,6-bisphosphate et à 
l’hydrolyse d’une molécule d’ATP. 
- La phase de formation du glycéraldéhyde 3-phosphate : le fructose 1,6-
bisphosphate est clivé par l’aldolase en deux molécules à 3 carbones : le glycéraldéhyde 
3-phosphate et le dihydroxyacétone phosphate. Ce dernier est transformé en 
glycéraldéhyde 3-phosphate par la phosphotriose isomérase. 
- La phase de récupération de l’énergie investie dans les phosphorylations : le 
glycéraldéhyde 3-phosphate est phosphorylé en 1,3-bisphosphoglycérate par la 
glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase. C’est la seule étape de la glycolyse qui est 
accompagnée par la formation d’un intermédiaire réduit le NADH, H+. Le 1,3-
bisphosphoglycérate possède un groupement phosphate à haut potentiel de transfert. Ce 
dernier phosphoryle une molécule d’ADP en ATP et donne le 3-phosphoglycérate sous 
l’action de la phosphoglycérate kinase. Le 3-phosphoglycérate est isomérisé en 2-
phosphoglycérate par la mutase. Ensuite, le 2-phosphoglycérate est déshydraté par 
l’énolase pour former le phosphoénolpyruvate. Ce dernier composé riche en énergie se 
transforme en pyruvate en générant une molécule d’ATP sous l’action de la pyruvate 
kinase.  
La glycolyse est finement régulée. En effet, les produits des différentes réactions 
enzymatiques exercent un rétro-contrôle négatif sur l’activité de l’enzyme à l’origine de leur 
formation. Par exemple, la phosphofructose kinase est régulée de manière allostérique en 
fonction de l’état énergétique cellulaire. L’ATP et le citrate l’inhibent, alors que l’AMP l’active 
(Lenzen, 2014). 
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Figure 5. La dégradation du glucose par la voie de la glycolyse : le glucose est 
phosphorylé et clivé pour former deux molécules de triose glycéraldéhyde 3-phosphate. Ces 
réactions nécessitent 2 ATP. Les 2 molécules de glycéraldéhyde 3-phosphate sont converties 
en pyruvate avec formation de 4 ATP et 2 NADH, H
+
. 
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I.3.ii. Glycolyse anaérobie  
Le devenir du pyruvate produit lors de la glycolyse est lié à la voie de régénération du NAD à 
partir du NADH et dépend principalement de l’équipement enzymatique de la cellule, ainsi que 
de la disponibilité de l’oxygène.  
Dans le cytosol, la lactate déshydrogénase ou LDH permet de réduire le pyruvate en lactate 
tout en oxydant le NADH en NAD. Cette réaction est réversible et joue un rôle important dans le 
maintien d’un ratio NAD/NADH constant au niveau cytosolique. C’est la glycolyse anaérobie 
(Williamson et al., 1967).  
 
I.3.iii. Glycolyse aérobie et cycle de Krebs  
Le cycle de Krebs est un carrefour métabolique pour le métabolisme des hydrates de carbone, 
des acides gras et des protéines. Il permet de réduire les composés NAD et FAD en NADH et 
FADH2. Le pyruvate est le substrat essentiel du cycle de Krebs. Il est transporté à travers la 
membrane mitochondriale par un transporteur spécifique pyruvate carrier ou PC (Papa et al., 
1971). Après son passage dans la matrice mitochondriale, le pyruvate ainsi qu’un NAD sont 
convertis en acétyl-CoA, un NADH et dioxyde de carbone par le complexe pyruvate 
déshydrogénase ou PDH. La première étape du cycle correspond à la condensation de l’acétyl-
CoA avec l’oxaloacétate par la citrate synthase afin de former le citrate, un composé à 6 
carbones. Le citrate est déshydraté par l’aconitase mitochondriale (ACO2) en cis-aconitate. Ce 
dernier est hydraté de nouveau pour donner l’isocitrate. L’isocitrate déshydrogénase catalyse la 
décarboxylation de l’isocitrate afin de former l’α-cétoglutarate. En même temps, un 
intermédiaire NADH est formé. L’α-cétoglutarate est converti par décarboxylation oxydative en 
succinyl-CoA et conduit à la formation d’une molécule de NADH également. Les cofacteurs 
nécessaires à cette réaction enzymatique sont le NAD et le CoASH. Cette réaction est catalysée 
par le complexe α-cétoglutarate déshydrogénase. Ensuite, le succinyl-CoA généré est transformé 
en succinate par la succinyl-CoA synthétase. En même temps, une molécule de GTP et de 
CoASH sont libérées. La succinate déshydrogénase est une enzyme connectant le cycle de Krebs 
au complexe II de la chaîne respiratoire. Elle permet d’oxyder le succinate en fumarate tout en 
réduisant une molécule de FAD en FADH2. Le fumarate est hydraté par la fumarase pour former 
le malate. Finalement, la malate déshydrogénase oxyde le malate en oxaloacétate et libère un 
intermédiaire NADH réduit (figure 6). 
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Ainsi, l’acétyl-CoA est complètement oxydé en CO2 selon la stœchiométrie suivante : 
Acétyl-CoA + 3 NAD
+
 + FAD + GDP + Pi  3 NADH, H
+
 + FADH2 + GTP + CoASH + 2 CO2 
 
Le bilan des réactions du cycle montrent qu’une molécule d’acétate produit plusieurs 
intermédiaires énergétiques réduits, soit 3 molécules de NADH et une molécule de FADH2, mais 
aussi une molécule de GTP. Les molécules de NADH et de FADH2 sont ultérieurement oxydées 
par la chaîne respiratoire afin de produire de l’ATP.  L’oxydation du NADH permet de fournir 3 
ATP alors que celle du FADH2 fournit 2 ATP (tableau 1). 
 
La déplétion des intermédiaires du cycle nécessite leur remplacement continuel. C’est le 
processus d’anaplérose. La pyruvate carboxylase qui génère l’oxaloacétate directement au 
niveau mitochondrial, est l’enzyme majeure de l’anaplérose. Par ailleurs, le cycle de Krebs joue 
un rôle important dans les voies de biosynthèse où les intermédiaires du cycle sont convertis en 
glucose, acide gras et en acides aminés non essentiels. C’est le processus de cataplérose (Owen 
et al., 2002). 
 
 
Tableau 1. Le bilan énergétique de la dégradation complète d’une molécule de glucose 
par glycolyse aérobie  
 
  
Réaction 
ATP/GTP et 
intermédiaires 
réduits formés 
Équivalent 
en ATP 
G
ly
co
ly
se
 1 Glucose  1 Glucose 6P -1 ATP -1 
1 Fructose 6-phosphate  1 Fructose 1,6-bisphosphate -1 ATP -1 
2 Glycéraldéhyde 3-phosphate  2 1,3-bisphosphoglycérate 2 NADH 6 
2 1,3-bisphosphoglycérate  2 3-phosphoglycérate 2 ATP 2 
2 Phosphoénolpyruvate  2 Pyruvate 2 ATP 2 
C
y
cl
e 
d
e 
K
re
b
s 2 Pyruvate  2 Acétyl-CoA 2 NADH 6 
2 Isocitrate  2 α-Cétoglutarate 2 NADH 6 
2 α-Cétoglutarate  2 Succinyl-CoA 2 NADH 6 
2 Succinyl-CoA  2 Succinate 2 GTP 2 
2 Succinate  2 Fumarate 2 FADH2 4 
2 Malate  2 Oxaloacétate 2 NADH 6 
 
 
 
 
Total ATP formés : 38 ATP 
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Figure 6. Le cycle de Krebs. 
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I.3.iv. β-oxydation des acides gras  
Le catabolisme des acides gras débute dans le cytosol suite à la formation d’une liaison 
thioesther entre l’acide gras libre et la coenzyme A, menant à la formation de l’acyl-CoA. Si la 
chaîne de  l’acide gras est longue, la pénétration dans la mitochondrie nécessite l’action du 
système carnitine – acylcarnitine transférase (CPT I et II)/ carnitine – acylcarnitine translocase 
(CAT).  La CPT I localisée au niveau de la MME, catalyse le transfert du groupement acyl de 
l’acyl-CoA à longue chaîne sur le groupement hydroxyle de la carnitine, entraînant la formation 
de l’acylcarnitine. Cette réaction permet la translocation subséquente de l’acylcarnitine du 
cytosol vers l’espace mitochondrial intermembranaire. Le complexe CAT permet l’entrée de 
l’acylcarnitine dans la matrice mitochondriale contre la sortie de la carnitine. Et finalement, la 
CPT II localisée sur la surface intérieure de la MMI, catalyse la transformation de l’acylcarnitine 
en acyl-CoA (figure 7).  
 
 
 
 
 
 
Figure 7. Le système carntine – acylcarnitine transférase (CPT I et II)/ carnitine – 
acylcarnitine translocase (CAT) : (1) CPT I catalyse la formation de l’acylcarnitine, (2) 
CAT provoque la translocation de l’acylcarnitine dans la matrice, (3) CPT II catalyse la 
transformation de l’acylcarnitine en acyl-CoA 
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L’entrée des acyl-CoA dans la mitochondrie est régulée essentiellement par la  CPT I. En 
effet, la CPT I est inhibée par le malonyl-CoA, un composé de la voie de synthèse des acides 
gras (Kerner and Hoppel, 2000).  Cela signifie que les voies de catabolisme et de synthèse des 
acides gras ne peuvent jamais survenir simultanément dans une cellule. 
 
Une fois l’acyl-CoA présent dans la matrice mitochondriale, la β-oxydation agit en clivant 2 
carbones à chaque cycle pour former l’acétyl-CoA. Le processus comprend 4 étapes : 
- La chaîne de l’acide gras est déshydrogénée afin de former une liaison double 
trans entre les carbones C2 et C3 (carbone α et β respectivement) de la molécule. Cette 
réaction est catalysée par l’acyl-CoA déshydrogénase, produit un énoyl-CoA en 
conformation trans et libère un intermédiaire réduit FADH2. La LCAD ou long chain 
acyl-CoA déshydrogénase catalyse la réaction pour les acides gras à chaîne longue et la 
SCAD ou long chain acyl-CoA déshydrogénase catalyse celle des acides gras à chaîne 
courte. 
- L’énoyl-CoA est ensuite hydraté au niveau de la double liaison par l’énoyl-CoA 
hydratase pour produire le 3-L-hydroxyacyl CoA. 
- 3-L-hydroxyacyl CoA est déshydrogéné de nouveau pour former le 3-cétoacyl-
CoA. Un intermédiaire réduit NADH est formé lors de cette réaction. 
- Finalement, une thiolyse par CoASH survient entre les carbones α et β du 3-
cétoacyl-CoA. Le soufre de la molécule CoASH coupe la liaison des deux carbones par 
une attaque nucléophile sur C3 ou carbone β. Cette réaction libère une molécule d’acétyl-
CoA ainsi qu’un nouveau acyl-CoA qui a deux carbones en moins (figure 8). 
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Figure 8. Les différentes étapes de la β-oxydation des acides gras. 
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I.3.v. Acides aminés et cycle de Krebs  
Les acides aminés catabolisés permettent de fournir des intermédiaires à 4 ou 5 carbones au 
cycle de Krebs. Ce phénomène anaplérotique permet de renouveler les intermédiaires du cycle et 
de maintenir le flux de carbone. Par contre, dans certaines conditions physiologiques, cette 
anaplérose dépasse les capacités oxydatives du cycle. De ce fait, des processus de cataplérose 
doivent agir simultanément à l’anaplérose.  
La cataplérose peut être liée à : 
- la néoglucogenèse au niveau du foie et du rein : la phosphoénolpyruvate 
carboxykinase est l’enzyme intervenant dans la néoglucogenèse. Elle permet de générer 
du phosphoénolpyruvate à partir de l’oxaloacétate, le phosphoénolpyruvate est ensuite 
transformé en glucose. 
- la synthèse des acides gras dans le foie : la citrate lyase joue un rôle essentiel dans 
la synthèse des acides gras en convertissant le citrate en acétyl-CoA, l’acétyl-CoA étant 
le précurseur de la synthèse lipidique (Owen et al., 2002). 
Le catabolisme des acides aminés produit des précurseurs néoglucogènes ou cétogènes. Les 
acides aminés glucogènes (alanine, arginine, asparagine, aspartate, cystéine, glutamate, 
glutamine, glycine, histidine, méthionine, proline, sérine, valine) dépendent sur les processus 
d’anaplérose et de cataplérose pour qu’ils soient convertis en glucose dans le foie et le rein avant 
d’être oxydés en CO2 et H2O. Par contre, les acides aminés cétogènes (leucine et lysine) sont 
convertis en acétyl-CoA puis sont complètement oxydés par le cycle de Krebs. Certains acides 
aminés sont à la fois glucogènes et cétogènes (isoleucine, phénylalanine, thréonine, tryptophane, 
tyrosine) (Owen et al., 2002). 
Les acides aminés sont une source importante d’énergie pour le foie. Leur conversion 
oxydative en glucose constitue la moitié de la consommation hépatique journalière en oxygène. 
La quantité des acides aminés fournis par jour ne peut pas être complètement oxydée en CO2 
dans le foie, sinon la quantité d’ATP produit serait supérieure à la quantité dépensée. Pour cela, 
la plupart des acides aminés sont convertis en glucose qui sera facilement utilisable par les tissus 
périphériques. De plus, cela évite la nécessité d’avoir les enzymes d’oxydation des acides aminés 
dans ces tissus. Ce sont les acides aminés glucogènes. Dans ce cas, les acides aminés passent 
dans le pool mitochondrial d’aspartate qui est activement transporté dans le cytosol par un 
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antiport aspartate-glutamate. Dans le cytoplasme, l’aspartate est transformé en fumarate par les 
enzymes du cycle de l’urée. Ensuite le fumarate est transformé en oxaloacétate, en 
phosphoénolpyruvate et finalement en glucose (Jungas et al., 1992) (figure 9). 
 
 
Figure 9. Les phénomènes d’anaplérose et de cataplérose des acides aminés dans le cycle 
de Krebs  
 
 
I.3.vi. Phosphorylation oxydative  
La fonction mitochondriale principale consiste en la production d’ATP par les réactions de 
phosphorylations oxydatives qui se déroulent au niveau de la MMI. Le système OXPHOS est 
constitué d’une chaîne d’oxydoréduction et d’un complexe de phosphorylation. 
La chaîne d’oxydoréduction est constituée de quatre complexes enzymatiques (complexes I, 
II, III et IV) enchâssés dans la MMI et de deux transporteurs d’électrons mobiles : l’ubiquinone 
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(ou Coenzyme Q10) et le cytochrome c. Le complexe de phosphorylation appelé également 
complexe V ou ATP synthase, assure la synthèse de l’ATP à partir de l’ADP. Les coenzymes 
réduits NADH et FADH2 issus de la glycolyse, de la β-oxydation des acides gras, du catabolisme 
des acides aminés mais surtout du cycle de Krebs, cèdent leurs électrons au niveau de la chaîne 
respiratoire. Cela conduit à une cascade de réactions d’oxydoréductions avec l’oxygène 
moléculaire comme accepteur final des électrons. Le transport des électrons du complexe I ou II 
au complexe IV au sein de la chaîne OXPHOS est accompagné d’un pompage de protons de la 
matrice mitochondriale vers l’espace intermembranaire créant ainsi un gradient de protons de 
part et d’autre de la MMI. Ce gradient possède deux composantes : un potentiel électrique (ΔΨ) 
et un potentiel chimique (ΔµH
+) exprimé aussi par un gradient de pH (ΔpH). En effet, la MMI 
sera chargée négativement sur sa face matricielle menant à un potentiel membranaire ΔΨ 
d’environ -180 mV, et ce potentiel électrique est accompagné d’une différence du pH de part et 
d’autre de la membrane. La résultante de ces deux forces constitue un gradient électrochimique 
de protons, la force proton motrice, qui permet le retour des protons au travers du complexe ATP 
synthase dans la matrice ainsi que la phosphorylation simultanée de l’ADP en ATP. Ce couplage 
entre l’oxydation des substrats et la synthèse de l’ATP par la force proton motrice est à la base de 
la théorie chimio-osmotique émise par Mitchell en 1961 (Mitchell, 1961). Dans des conditions 
physiologiques, la production d’énergie mitochondriale est à l’équilibre entre deux états 
énergétiques : état III et état IV. Pendant l’état IV, la respiration est lente et l’ATP n’est pas 
produit (ΔΨ est élevé). Par contre, pendant l’état III la respiration est rapide et l’ATP est produit 
en grande quantité (ΔΨ est bas). Suite à la perméabilisation de la MMI par un découplant 
chimique comme le FCCP, le ΔΨ se dissipe complètement et la chaîne respiratoire atteint sa 
capacité maximale afin de restaurer le potentiel membranaire. Par conséquent, la respiration est 
accélérée et la synthèse d’ATP est inhibée. L’inhibition des complexes de la chaîne respiratoire 
diminue également le potentiel membranaire. 
 
I.3.vi.a. Le complexe I (NADH-ubiquinone oxydoréductase)  
Appelé également NADH déshydrogénase, le complexe I est le point essentiel d’entrée des 
électrons dans la chaîne respiratoire. C’est une grosse enzyme d’une masse moléculaire de 980 
kDa et qui comprend 46 sous-unités dont 39 sont codées par le génome nucléaire et 7 par le 
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génome mitochondrial (Carroll et al., 2006). L’assemblage des sous-unités constitue deux 
domaines majeurs. Le domaine hydrophile codé par le génome nucléaire contient le site de 
liaison du NADH : la flavine mononucléotide ou FMN et des centres fer/soufre constituant le 
centre catalytique de l’enzyme. Le domaine hydrophobe est constitué des sept sous-unités 
NADH déshydrogénase (ND) codées par l’ADNmt et comprend le site de réduction des quinones 
et la machinerie de pompage des protons. L’intermédiaire réduit NADH, H+ se lie au complexe I 
et cède deux électrons qui seront captés par un groupe prosthétique de FMN. Ensuite, les 
électrons sont transférés à l’ubiquinone à travers les groupes fer-soufre. Pour chaque paire 
d’électrons transférés, quatre protons sont transloqués de la matrice vers l’espace 
intermembranaire.  
I.3.vi.b. Le complexe II (Succinate-ubiquinone oxydoréductase) 
Il est le plus petit des complexes avec une masse moléculaire de 200 kDa.  Par ailleurs, c’est 
le seul complexe qui est uniquement codé par le génome nucléaire. Il possède quatre sous-unités 
SDH (succinate déshydrogénase). SDHA et SDHB constituent le domaine hydrophile localisé 
dans la matrice mitochondriale, tandis que les sous-unités SDHC et SDHD permettent d’ancrer le 
complexe à la membrane interne. Ce complexe constitue le deuxième point d’entrée d’électrons 
dans la chaîne respiratoire. La sous-unité SDHA contient un groupement prosthétique FAD 
(flavine adénine dinucléotide) qui fixe le succinate et l’oxyde en fumarate. Les électrons sont 
ensuite transférés de SDHA vers les centres fer/soufre au niveau de la sous-unité SDHB puis 
vers les sous-unités SDHC et SDHD pour enfin réduire l’ubiquinone en ubiquinol. Ce complexe 
possède des particularités qui le distinguent des autres complexes. C’est un carrefour entre les 
deux voies de la phosphorylation oxydative et le cycle de Krebs. L’énergie fournie au cours de 
l’oxydation du succinate étant faible, le complexe II est le seul à ne pas participer à la 
translocation des protons.  De plus, ce complexe est capable de contrôler l’état d’oxydo-
réduction du pool de quinones et ainsi d’avoir une action pro- ou anti-oxydante  (Rustin et al., 
2002). Ce complexe est également le seul à pouvoir fonctionner lorsque le statut rédox de la 
chaîne respiratoire est fortement réduit (Brière et al., 2005). Chez certains eucaryotes, tel que le 
parasite Ascaris suum, une enzyme similaire au complexe II, la fumarate réductase travaille dans 
le sens inverse en oxydant l’ubiquinol et en réduisant le fumarate. Cela permet au ver de vivre 
dans les conditions anaérobiques de l’intestin humain (Kita et al., 2002). Bien que la réaction 
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inverse soit rare chez l’homme, elle a été mise en évidence dans des conditions d’hypoxie, où 
elle semble jouer un rôle dans la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans les 
vaisseaux pulmonaires (Paddenberg et al., 2003). 
I.3.vi.c. Le complexe III (Ubiquinone-cytochrome c oxydoréductase) 
Il a une masse moléculaire de 240 kDa. Chez les mammifères, ce complexe est dimérisé et 
chaque dimère comprend 11 sous-unités, un groupe fer/soufre et trois cytochromes : un 
cytochrome c1 et deux cytochromes b (bL et bH). Ainsi, les cytochromes b sont associés à la sous-
unité 3, le cytochrome c1 appartient à la sous-unité 4 et le centre fer/soufre est contenu dans la 
sous-unité 5. Seule la sous-unité 3 comprenant les cytochromes b est codée par le génome 
mitochondrial. Ce complexe catalyse le transfert de deux électrons de l’ubiquinol au cytochrome 
c, couplé au pompage de quatre protons à travers la MMI. 
I.3.vi.d. Le complexe IV (Cytochrome c oxydase) 
Il a une masse moléculaire d’environ 200 kDa et comprend 13 sous unités : les cytochromes a 
(cyt a) et a3 (cyt a3) ainsi que deux atomes de cuivre CuA et CuB. Les sous-unités COX I, COX 
II et COX III sont codées par l’ADNmt et forment le site actif du complexe ou centre binucléaire 
formé d’un noyau hème (le cyt a3) lié à CuB. Ce complexe catalyse le transfert des électrons du 
cytochrome c vers l’oxygène et participe, avec les complexes I et III, au pompage des protons. 
Les électrons du cytochrome c entrent dans le complexe par le centre CuA et le cyt a, et sont 
transférés au centre binucléaire. Suite à la réduction totale du complexe par 4 électrons, 
l’oxygène se lie au niveau du site actif et est réduit en eau. La réduction de l’oxygène en eau 
nécessite 4 protons et l'énergie cédée par cette réaction permet de transloquer 4 protons de la 
matrice vers l'espace intermembranaire.  
I.3.vi.e. Le complexe V (ATP synthase) 
Ce complexe est composé de 15 sous-unités et a un poids moléculaire de 597 kDa. Il est 
formé de deux domaines : le domaine F1 et le domaine F0. Le domaine F1, également qualifié de 
stator, est le domaine matriciel. Il est composé de 3 sous-unités α, 3 sous-unités β et une sous-
unité γ, δ et ε. Les sous-unités β catalytiques forment un complexe hexamèrique avec les sous-
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unités α structurales. Ce complexe est responsable de la formation d’ATP à partir de l’ADP et le 
phosphate inorganique. De plus, ce complexe hexamèrique se forme autour d’une tige centrale 
constituée par les sous-unités γ, δ et ε. Cette tige centrale constitue l’axe autour duquel le 
domaine F0 effectue sa rotation. Le domaine F0 ou rotor comprend les sous-unités ATP6 et 
ATP8 codées par le génome mitochondrial, et forme la partie rotor enchâssée dans la MMI. F0 
possède un anneau formé par plusieurs sous-unités c, ainsi qu’une copie de chacune des sous-
unités a, b, d, F6 et OSCP (oligomycin sensitivity-conferring protein). L’anneau des sous-unités 
c comprend plusieurs résidus chargés négativement, donc défavorable à la rotation du domaine 
F0. Les sous-unités b, d, F6 et OSCP forment une tige périphérique au niveau d’un des côtés du 
complexe. 
Les protons accumulés dans l’espace mitochondriale intermembranaire repassent dans la 
matrice par le domaine F0 grâce au gradient électrochimique. Ce passage protonique neutralise 
les résidus de F0 chargés négativement et provoque sa rotation. La rotation de la sous-unité γ au 
sein du complexe hexamèrique du domaine F1, entraîne une modification de la conformation des 
sous-unités β et permet la génération de l’ATP. On parle de catalyse rotationnelle (Jonckheere et 
al., 2012) (figure 10). 
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Figure 10. Les différents complexes de la phosphorylation oxydative : les complexes I, III 
et IV pompent les protons obtenus de l’oxydation de NADH et FADH2 de la matrice dans 
l’espace intermembranaire. Ils créent ainsi un gradient de protons et transfèrent 
simultanément les électrons à travers la chaîne respiratoire vers l’oxygène pour former l’eau. 
Ce gradient électrochimique est utilisé au niveau du complexe V pour la formation de l’ATP. 
Les sous-unités des complexes codées par le noyau sont en bleu. Les sous-unités codées par le 
génome mitochondrial des complexes I, III, IV et V sont en rouge, orange, violet et jaune 
respectivement (Schon et al., 2012). 
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II. Les déterminants de la distribution mitochondriale 
Le positionnement mitochondrial est intimement régulé afin de satisfaire les besoins 
cellulaires en énergie et en homéostasie calcique. Par ailleurs, la distribution mitochondriale 
dépend majoritairement des moteurs du transport mitochondrial, mais également – quoique d’une 
façon indirecte – du renouvellement mitochondrial et des mécanismes de fusion/fission. Ainsi, 
les fonctions du transport, du renouvellement et de la dynamique mitochondriale doivent être 
hautement régulés au sein de la cellule, quitte à ce que leur perturbation soit associée à des 
pathologies neurologiques majeures (Sheng and Cai, 2012).  
 
II.1. Physiologie cellulaire 
II.1.i. Besoins énergétiques 
Le génome mitochondrial code pour des fonctions bioénergétiques cruciales. De ce fait, la 
distribution et donc la ségrégation correcte des mitochondries entre deux cellules filles au cours 
d’une mitose, est indispensable au bon fonctionnement cellulaire (Mishra and Chan, 2014). En 
outre, au sein d’une cellule, les mitochondries se localisent au niveau des sites de forte demande 
en énergie. Les cellules musculaires contractiles et les neurones constituent deux exemples types. 
Dans les cellules musculaires, la plupart des mitochondries sont intimement alignées contre les 
myofibrilles. Ceci permet d’assurer de fortes concentrations en ATP au niveau des sites de 
besoin au cours des contractions (Eisner et al., 2014). Dans les neurones, les mitochondries sont 
transportées dans l’axone vers les sites de haute demande en énergie et en homéostasie calcique, 
tel que les cônes de croissance, les synapses et les nœuds de Ranvier. Tout défaut dans ce 
transport aura des conséquences neurologiques sévères (Hollenbeck and Saxton, 2005; Lin and 
Sheng, 2015; Zhang, 2010). Finalement, la position antérieure des mitochondries dans les 
cellules cancéreuses en migration joue un rôle important dans la vélocité du mouvement et donc 
dans la capacité d’invasion (Desai et al., 2013). 
 
II.1.ii. Homéostasie calcique 
L’accumulation du calcium au sein des mitochondries est un processus physiologique d’une 
importance incontestable. La recapture mitochondriale du calcium permet de contrôler la 
signalisation intracellulaire calcique, le métabolisme et la survie cellulaire, ainsi que de 
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nombreuses fonctions physiologiques: la contraction musculaire, la sécrétion hormonale, les 
circuits neuronaux, la réponse immunitaire et l’expression génétique (Berridge et al., 2003; 
Clapham, 2007). Un influx de calcium à travers des canaux du réticulum 
endoplasmique/sarcoplasmique (Rizzuto et al., 1998) ou de la membrane plasmique (Glitsch et 
al., 2002), provoque une augmentation de la concentration calcique et l’agrégation 
mitochondriale (Rizzuto et al., 2012). En effet, les mitochondries sont capables de détecter et 
d’agir au niveau de microdomaines de forte concentration en calcium afin de mener leur fonction 
d’homéostasie calcique (Csordás et al., 2010). De ce fait, des points d’attachement (ER-
mitochondria associations, MAM) sont observées entre les mitochondries et le réticulum 
endoplasmique/sarcoplasmique, site principal de réserve et de relargage de calcium (Mannella et 
al., 1998).  Les mitochondries sont capables de capturer le calcium du RE à travers les MAM, 
régulant ainsi les différents signaux calciques dans la cellule. En outre, les mitochondries ont été 
détectées à proximité de la membrane plasmique des cellules immunitaires T, suite à un influx 
calcique déclenché par l’interaction avec une cellule présentatrice d’antigène (Quintana et al., 
2006). 
 
Les mitochondries sont également capables de créer des gradients calciques par leur 
positionnement cellulaire. Dans les neurones, les mitochondries se localisent à proximité des 
canaux calciques de la membrane plasmique, et empêchent la propagation des vagues du calcium 
intracellulaire. De ce fait, elles créent un sous-domaine à forte concentration en calcium au 
niveau de la synapse, et elles régulent la dynamique calcique et donc la sécrétion des 
neurotransmetteurs. Un autre exemple concerne les cellules acineuses pancréatiques, où les 
mitochondries forment une barrière physique pour maintenir au niveau apical, de fortes 
concentrations calciques nécessaires pour l’activité sécrétoire. Par ailleurs, cette restriction du 
calcium à la zone apicale protège les cellules acineuses des effets stimulateurs permanents du 
calcium sur la transcription nucléaire (Rizzuto et al., 2012). 
 
A côté du positionnement mitochondrial, l’homéostasie calcique affecte de nombreux 
processus cellulaires, entre autres le métabolisme aérobie et l’apoptose. D’une part, 
l’accumulation du calcium au niveau de la matrice mitochondriale stimule l’activité de plusieurs 
enzymes du cycle de Krebs (l’isocitrate déshydrogénase, l’oxoglutarate déshydrogénase et la 
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pyruvate déshydrogénase) (Rutter, 1990). D’autre part, l’accumulation de fortes concentrations 
calciques au sein de la matrice entraîne l’activation du pore mPTP ou mitochondrial permeability 
transition pore, un gonflement des mitochondries et une rupture de la MME et finalement un 
relargage de certaines protéines pro-apoptotiques de l’espace intermembranaire telles que le 
cytochrome c (Bernardi, 1999). Ce phénomène est synergisé par d’autres  protéines pro-
apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bax et Bak) et  contrecarré par les protéines anti-apoptotiques 
de type bcl-2 (Lucken-Ardjomande and Martinou, 2005). 
 
II.2. Transport mitochondrial  
La distribution mitochondriale dépend majoritairement du transport moteur-dépendent sur les 
microtubules. En effet, le traitement des cellules avec des agents dépolymérisant des 
microtubules entraîne la redistribution des mitochondries (Heggeness et al., 1978). Par ailleurs, 
les filaments d’actine forment souvent des réseaux enchevêtrés qui servent pour des mouvements 
mitochondriaux restreints (Pathak et al., 2010).  
Les microtubules des axones neuronaux possèdent une polarité bien connue, avec le côté 
positif orienté vers la synapse et le côté négatif orienté vers le corps cellulaire. Dans ce sens, les 
axones constituent un modèle adéquat pour l’élucidation des mécanismes régulant les transports 
mitochondriaux sur les microtubules (Hirokawa et al., 2010). Les transports de longue distance 
entre le soma et l’extrémité distale axonale se font essentiellement par les deux superfamilles des 
moteurs moléculaires : les kinésines (KIFs) et les dynéines cytoplasmiques (Hirokawa et al., 
2010; Vale et al., 1985). Les kinésines sont essentiellement responsable du transport 
mitochondrial vers le côté positif des microtubules (transport antérograde), alors que les 
dynéines transportent les mitochondries vers le côté négatif (transport rétrograde).  
 
II.2.i. Kinésines et protéines adaptatrices 
II.2.i.a. Kinésines 
Parmi les 45 kinésines identifiées, les membres de la famille des kinésines-1 ou KIF5 sont les 
principaux moteurs responsables du transport mitochondrial antérograde (Hurd and Saxton, 
1996; Pilling et al., 2006; Tanaka et al., 1998). Il existe trois isoformes de KIF5 chez les 
mammifères: (KIF5A, KIF5B et KIF5C). KIF5B est exprimé de façon ubiquitaire alors que 
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KIF5A et KIF5C sont exclusivement neuronaux (Hirokawa et al., 2010). La chaîne lourde de 
KIF5 (KHC) comprend un domaine moteur N-terminal ayant une activité ATPase générant la 
force motrice du transport, et un domaine caudal C-terminal responsable de la liaison avec les 
cargos par l’intermédiaire des protéines d’échafaudage (Hirokawa and Takemura, 2005). 
Chez la drosophile, une mutation de Khc entraîne une diminution de la distribution 
mitochondriale au niveau des axones moteurs des larves (Hurd and Saxton, 1996). De même, une 
accumulation périnucléaire des mitochondries est observée chez les souris suite à la perturbation 
de la fonction de KIF5A et KIF5B (Karle et al., 2012; Tanaka et al., 1998; Xia et al., 2003). 
II.2.i.b. Milton et Miro 
Le côté C-terminal de KIF5 se lie à une protéine adaptatrice Milton. Milton se lie à son tour à 
une Rho GTP-ase mitochondriale Miro, une protéine membranaire intégrale localisée à la MME. 
Chez la drosophile, le transport antérograde est sévèrement altéré suite à la délétion de Milton ou 
de Miro (Gray et al., 1999; Guo et al., 2005). De plus, la co-surexpression de Milton et KIF5B 
dans des fibroblastes de mammifères, entraîne le clustering des mitochondries au niveau de la 
périphérie cellulaire (Glater et al., 2006). Le complexe Miro-Milton-KIF5B régule la distribution 
mitochondriale en promouvant le transport antérograde. Par ailleurs, Miro et Milton peuvent 
également réguler la motilité mitochondriale rétrograde en se liant à la dynéine (van Spronsen et 
al., 2013). En effet, chez la drosophile, la mutation et la surexpression de dMiro altère le 
transport mitochondrial dans les deux directions (Russo et al., 2009). 
II.2.i.c. Syntaphilin ou SNPH 
En temps normal, la plupart des mitochondries sont immobiles au niveau des axones. En 
présence de fortes concentrations calciques, la kinésine est relarguée du complexe Milton-Miro 
puis se lie à la syntaphilin SNPH. SNPH inhibe l’activité ATPase de la kinésine et immobilise 
ainsi la mitochondrie. Dans ce sens, cette interaction entre le complexe Milton-Miro et SNPH 
permet de réguler le positionnement mitochondrial en fonction des besoins en ATP et en 
homéostasie calcique (Chen and Sheng, 2013). 
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II.2.ii. Dynéines  
Contrairement aux kinésines, les dynéines sont des grandes protéines cytoplasmiques, de 
structure complexe qui sont responsables du transport rétrograde. Le domaine moteur se trouve 
du côté C-terminal alors que le domaine caudal se trouve du côté N-terminal de la protéine. Le 
moteur appartient à la superfamille des AAA+ (ATPases Associées à des Activités variées). Il 
possède une structure hexamérique sous forme d’un anneau et comprend un domaine de fixation 
aux microtubules (Carter, 2013; Neuwald et al., 1999). Par ailleurs, le domaine caudal permet 
l’homodimérisation des dynéines ainsi que la fixation de plusieurs chaînes accessoires 
permettant la liaison aux cargos (Carter, 2013). Chez la drosophile, les mutations de la chaîne 
lourde de la dynéine (Dhc) diminue la vitesse du transport rétrograde d’un facteur six, et réduit la 
distance du déplacement de 43% (Pilling et al., 2006). 
 
 
Figure 11. Les différents acteurs du transport mitochondrial : KIF5 est un moteur 
protéique responsable du transport antérograde, et possède deux protéines adaptatrices : 
Milton et Miro. La dynéine est un moteur protéique responsable du transport rétrograde. La 
syntaphilin immobilise la mitochondrie lors de son transport. 
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II.3. Contrôle qualité mitochondrial 
Les mitochondries ne peuvent pas être synthétisées de novo. Elles accumulent des dégâts 
d’oxydation au cours de leur vie et sont soumises à des opérations de contrôle qualité cellulaire, 
soit par les protéases cytosoliques et mitochondriales, soit par l’autophagie spécifique des 
mitochondries également appelée mitophagie (Jin and Youle, 2012; Margineantu et al., 2007; 
Soubannier et al., 2012).  
Suite à un stress mitochondrial chronique, une altération de la motilité mitochondriale permet 
de transporter les mitochondries endommagées des extrémités axonales vers le soma des 
neurones pour leur dégradation lysosomale. Ensuite, ces dernières sont remplacées par de 
nouvelles mitochondries au niveau des extrémités distales (Cai et al., 2012; Miller and Sheetz, 
2004). En effet, la diminution du transport antérograde des mitochondries dépolarisées est 
potentiellement due à la dégradation PARKIN-dépendant de la protéine Miro, proposant ainsi un 
modèle où la voie PINK1/PARKIN maintient la qualité des mitochondries par régulation de leur 
transport (Sheng, 2014; Wang et al., 2011). 
                                                                                                                        
II.3.i. Dégradation mitochondriale 
II.3.i.a. Les acteurs moléculaires  de la mitophagie : PINK1, PARKIN, MFN, VCP  
PINK1, une sérine-thréonine protéine kinase mitochondriale, et PARKIN, une E3 ubiquitine-
ligase cytosolique, lient le contrôle qualité mitochondrial à la maladie du Parkinson. Des études 
génétiques, chez la drosophile, ont montré que pink1 agit en amont de parkin pour réguler 
l’intégrité et la fonction mitochondriale (Clark et al., 2006; Park et al., 2006).  
Dans des conditions normales, PINK1 se transloque dans la matrice des mitochondries saines 
où elle sera clivée par la MPP (mitochondrial processing peptidase) (Greene et al., 2012). Le 
fragment transmembranaire restant sera détruit par la protéase PARL (presenilin-associated 
rhomboid-like protease) à la MMI (Meissner et al., 2015). Les fragments sont relargués dans le 
cytosol, ensuite se lient à PARKIN et l’empêchent d’interagir avec la MME (Fedorowicz et al., 
2014). Dans les cellules des mammifères, des dommages mitochondriaux et/ou un effondrement 
du potentiel membranaire mitochondrial stabilisent PINK1 sur la MME, qui s’autophosphoryle et 
induit la translocation de PARKIN à la MME (Okatsu et al., 2012). Des études dans les 
fibroblastes embryonnaires de souris, ont montré que Mfn2 phosphorylé par Pink1 agit comme 
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récepteur pour recruter Parkin cytosolique à la mitochondrie (Chen and Dorn, 2013). Suite à sa 
stabilisation au niveau de la MME, Parkin ubiquitine de nombreuses protéines de la membrane, 
induisant ainsi la mitophagie. Les protéines p62, NBR1 et optineurine possèdent un domaine de 
liaison à l’ubiquitine ainsi qu’un domaine LIR (LC3-interacting region) leur permettant de lier 
LC3-II du phagophore. Ainsi, ils lient les protéines ubiquitinées mitochondriales et orientent les 
mitochondries défectueuses vers la fragmentation (Lazarou et al., 2015; Ploumi et al., 2017) 
(figure 12). 
MFN1/2 ubiquitinés par PARKIN sont retirés des mitochondries par VCP/p97 pour leur 
dégradation protéasomale. Ceci prévient la fusion des mitochondries altérées avec celles qui sont 
saines et facilite la mitophagie (Tanaka et al., 2010).  
 
Figure 12. La voie PINK1/PARKIN de dégaradation mitochondriale : Suite à la 
dépolarisation des mitochondries, PINK1 se stabilise à la MME puis recrute PARKIN, qui 
ubiquitine plusieurs protéines cibles de la membrane. Ensuite, P62 lie la chaîne polyubiquitine 
au LC3 II du phagophore. Une fois, la formation du phagophore finie, il fusionne avec les 
lysosomes et dégrade les mitochondries (Ub : ubiquitine). 
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II.3.ii. Biogenèse mitochondriale 
La biogenèse mitochondriale est nécessaire pour remplacer les mitochondries dégradées.  Elle 
est définie par la croissance puis la division de mitochondries préexistantes. Elle comprend la 
variation du nombre mais aussi de la taille et de la masse mitochondriale. Elle pourrait être 
influencée par de nombreux facteurs environnementaux tels que l’exercice, la restriction 
calorique, la température basse, le stress oxydant, la division et la différentiation cellulaire.  
 
La biogenèse mitochondriale est régulée essentiellement par PGC1-α (peroxisome 
proliferator-activated receptor-γ co-activator-1α), un facteur de régulation co-transcriptionnel 
qui active les facteurs de transcription respiratoires NRF1 et NRF2. Ces derniers régulent 
l’expression de nombreux gènes nucléaires codant pour des protéines de la chaîne respiratoire, 
des protéines de la machinerie d’import mitochondrial ainsi que des protéines de transcription et 
réplication de l’ADNmt (Gleyzer et al., 2005; Satoh et al., 2013; Virbasius and Scarpulla, 1994; 
Yang et al., 2014). Par ailleurs, l’AMP-kinase joue le rôle d’un biosenseur de l’énergie cellulaire 
qui, suite à une augmentation du ratio AMP/ATP, stimule la biogenèse mitochondriale, active les 
différentes voies métaboliques de production d’ATP, et inhibe les voies de synthèse qui 
consomment l’ATP (Hardie, 2007). 
 
Finalement, la kinase mTOR (mammalian target of rapamycin) régule la biogenèse 
mitochondriale par des mécanismes moléculaires dépendants ou indépendants de la transcription. 
D’une part, mTOR stimule l’activité transcriptionnelle de PGC1α, et contrôle la traduction des 
ARNm nucléaires codant pour des protéines mitochondriales (Cunningham et al., 2007; Morita 
et al., 2013). D’autre part, mTOR interagit directement avec le protéome mitochondrial et affecte 
la respiration mitochondriale de manière indépendante de la transcription (Schieke et al., 2006).   
 
II.3.iii. Autres E3 ubiquitine ligases  
Les mutants parkin de la drosophile montrent un clustering mitochondrial. En plus de parkin, 
deux autres protéines E3 ubiquitine ligases sont également impliquées dans la dynamique 
mitochondriale : MULAN et MITOL. 
MULAN est une E3 ubiquitine ligase qui se lie à la MME par deux domaines 
transmembranaires. La surexpression de MULAN entraîne la fragmentation accrue des 
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mitochondries ainsi que le clustering des organelles dans la région périnucléaire. De façon 
surprenante, la sous-expression de MULAN montre le même phénotype que l’expression 
ectopique, mais moins sévère. En effet, la surexpression de la protéine pourrait provoquer un 
effet dominant négatif perturbant la fonction normale de la protéine endogène (Li et al., 2008). 
MITOL est une protéine intégrale de la MME. Elle est responsable de la dégradation des 
protéines mitochondriales dénaturées et permet de réguler la dynamique mitochondriale. Dans 
les neurones, l’excès de l’oxyde nitrique NO conduit à l’accumulation de Drp1 et MAP1B 
nitrosylés, qui provoquent une fragmentation mitochondriale et une interruption du transport 
mitochondrial, respectivement. MAP1B nitrosylé est une protéine associée aux microtubules, qui 
augmente leur rigidité, s’oppose à l’activité de la dynéine et empêche le mouvement rétrograde 
des mitochondries et des vésicules. L’immobilisation prolongée des transports cellulaires 
entraîne l’apoptose. MITOL dégrade Drp1 et MAP1B nitrosylés et protège ainsi la cellule du 
stress nitrosylant (Nagashima et al., 2014). 
 
II.4. Fusion/fission 
L’importance de la balance fusion/fission est soulignée par le nombre croissant de pathologies 
héréditaires impliquant les protéines de la dynamique mitochondriale, grâce à leur rôle dans la 
régulation du nombre, de la distribution, de la qualité et la fonction des mitochondries. Les 
processus de fusion/fission et du transport mitochondrial sont capables de s’influencer 
mutuellement. En effet, la taille des mitochondries affecte profondément leur motilité, un réseau 
hyperconnecté étant confronté à plus de difficulté pour le transport. Dans les neurones de 
l’hippocampe déficients en DRP1, les mitochondries s’accumulent dans le soma et sont exclues 
des dendrites. Par contre, l’activation de la fission mitochondriale par la surexpression de DRP1 
augmente le taux des mitochondries distales (Li et al., 2004). Par ailleurs, la vitesse du transport 
mitochondrial affecte également la taille des mitochondries. En effet, les mitochondries en 
mouvement auront plus de chance de se rencontrer et de fusionner que les mitochondries 
statiques. Un couplage entre la protéine de fusion MFN2 et un moteur protéique a été reporté, 
puisque les neurones déficients en MFN2 montrent une réduction de la motilité mitochondriale 
(Baloh et al., 2007). 
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En outre, les phénomènes de fusion/fission permettent d’homogénéiser la population 
mitochondriale par le mélange des protéines et de l’ADNmt entre les mitochondries 
fonctionnelles (Twig et al., 2008). En effet, une fusion aberrante chez les cellules déficientes en 
MFN1, MFN2 ou OPA1 provoque une hétérogénéité mitochondriale importante en termes de 
contenu protéique, des nucléoïdes et du potentiel membranaire. En conséquence, les cellules 
mutantes souffrent de défauts de la fonction respiratoire et accumulent des délétions de l’ADNmt 
(Amati-Bonneau et al., 2008; Chen et al., 2005, 2010; Hudson et al., 2008; Rouzier et al., 2012). 
Par contre, les mécanismes de contrôle qualité empêchent la fusion des mitochondries gravement 
endommagées et les orientent vers la mitophagie (Twig et al., 2008). Par exemple, une perte du 
potentiel membranaire mitochondrial entraîne l’inactivation protéolytique d’OPA1 (Ishihara et 
al., 2006) et empêche la fusion mitochondriale (Twig et al., 2008). En revanche, une inhibition 
de l’activité de fission de DRP1 donne des mitochondries de grande taille qui seront protégées de 
l’autophagie (Gomes et al., 2011; Rambold et al., 2011). 
 
Finalement, les mécanismes de fusion/fission sont requis lors d’une division cellulaire 
symétrique, où la ségrégation mitochondriale dépend surtout de la dispersion spatiale uniforme 
des mitochondries dans la cellule. En effet, la dynamique mitochondriale est intimement régulée 
au cours du cycle cellulaire. Une augmentation de la fusion mitochondriale et la réticulation du 
réseau, sont prédominants lors de la transition de la phase G1 à la phase S. Par contre, pendant la 
mitose, le phénomène de fission mitochondriale est activé par phosphorylation de DRP1, menant 
à la formation de petites mitochondries discrètes (Mitra et al., 2009; Taguchi et al., 2007). Ces 
dernières étant associées au cytosquelette et au RE, prennent une distribution uniforme dans le 
cytosol, ce qui assure leur distribution égale entre les cellules filles après la cytokinèse (Mishra 
and Chan, 2014).  
 
MFN (mitofusin), OPA1 (optic atrophy 1), DRP1 (dynamin-related protein 1) et DNM2 
(dynamin-2) sont des grandes GTPases du remodelage membranaire mitochondrial appartenant 
toutes à la famille des dynamines.  
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II.4.i. Machinerie de fusion de la MME 
II.4.i.a. MFN1 et MFN2 (mitofusin) 
MFN1 (OMIM *608506) et MFN2 (OMIM *608507), sont impliquées dans la fusion de la 
MME et sont requises pour le maintien d’un réseau mitochondrial réticulé (Mishra and Chan, 
2014). Les deux protéines possèdent un domaine catalytique conservé liant le GTP du côté N-
terminal, et sont ancrées à la MME par des domaines transmembranaires C-terminaux. Les 
mitofusines déclenchent la fusion de la MME par des interactions homo ou hétérotypiques suite à 
l’hydrolyse du GTP. La délétion de MFN1 ou MFN2, ou l’abrogation de leur activité GTPase, 
entraîne la fragmentation du réseau mitochondrial (Mishra and Chan, 2014).  
 
In vivo, la délétion de l’une des deux mitofusines entraîne une létalité embryonnaire des souris 
(Chen et al., 2003). Chez l’homme, les mutations pathogènes de MFN2 et non de MFN1, 
provoquent la maladie de Charcot-Marie-Tooth type 2A (CMT2A). C’est une neuropathie 
périphérique caractérisée par une dégénérescence axonale et une atrophie musculaire distale 
(Burté et al., 2015). Les deux protéines MFN1 et 2 sont fonctionnellement redondantes dans 
certains tissus d’adultes humains. En effet, MFN1 compense les défauts de MFN2 dans tous les 
tissus sauf les nerfs périphériques, où son expression est basse. De ce fait, les fibroblastes des 
patients CMT2A ne présentent aucune altération de la morphologie mitochondriale, de la 
connectivité du réseau, ni de la fonction respiratoire (Amiott et al., 2008; Detmer and Chan, 
2007).  
La synthèse des mitofusines est régulée par des mécanismes transcriptionnels et post-
transcriptionnels, alors que la dégradation protéasomale des mitofusines est régulée par 
l’ubiquitylation et la phosphorylation. L’ubiquitylation de MFN2 par la voie PINK1/parkin 
favoriserait la fission mitochondriale et le recrutement de p62, un acteur de la mitophagie. Ce 
processus est important pour le contrôle qualité mitochondrial, en empêchant une fusion 
éventuelle des mitochondries altérées avec des saines (Gegg et al., 2010). 
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II.2.ii. Machinerie de fusion de la MMI 
II.4.ii.a. L-OPA1 (optic atrophy 1) 
Il existe des formes multiples d’OPA1 (OMIM *605290) qui sont le résultat d’épissages 
alternatifs ainsi que de clivages protéolytiques. L’épissage alternatif produit les formes longues 
d’OPA1 (L-OPA1 dénotées a et b). Toutes les formes d’OPA1 possèdent un site de clivage S1, 
certaines formes possèdent un site supplémentaire S2. Les protéases OMA1 et YMEL1 de 
l’espace intermembranaire mitochondrial régule le clivage d’OPA1 sur les sites S1 et S2 
respectivement, afin de  donner les formes courtes (S-OPA1 dénotées c, d, et e) (Anand et al., 
2014). L-OPA1 s’ancre à la MMI par un domaine transmembranaire N-terminal. Le reste de la 
protéine comprenant le domaine liant le GTP et le domaine effecteur GTPase, se trouvent dans 
l’espace intermembranaire (Olichon et al., 2002). Des niveaux bas d’ATP mitochondrial, la 
dissipation du potentiel membranaire de la MMI ainsi que des stimuli apoptotiques entraînent la 
perte des isoformes longues d’OPA1 (Baricault et al., 2007).  
 
Le clivage de L-OPA1 est un mécanisme régulateur important  qui maintient l’équilibre 
fusion/fission (Olichon et al., 2007). L’ablation génétique d’Opa1 inhibe la fusion et entraîne la 
fragmentation des mitochondries. Cette fragmentation pourrait être contrecarrée par l’expression 
d’une forme L-OPA1 non clivable par YMEL1 et OMA1 (Ishihara et al., 2006). En effet, les 
formes L-OPA1 sont suffisantes pour la fusion mitochondriale et le maintien d’un réseau 
tubulaire, alors que les formes S-OPA1 sont associées à la fission et la fragmentation 
mitochondriale (Anand et al., 2014). Le ratio entre les formes S et L-OPA1 varie énormément 
selon les tissus, ce qui modifie l’équilibre entre les forces de fusion et de fission. 
 
Les mutations d’OPA1 provoquent une atrophie optique autosomale dominante, maladie 
cécitante liée à la dégénérescence du nerf optique (Delettre et al., 2000). C’est la neuropathie 
optique héréditaire la plus prévalente chez l’homme (Lenaers et al., 2012), et des centaines de 
mutations sont décrites, surtout dans le domaine GTPase. La plupart sont des mutations 
tronquantes et prédites de perturber la fusion mitochondriale (Ferré et al., 2015). OPA1 régule 
également plusieurs autres fonctions mitochondriales, telles que la maintenance de l’ADN 
mitochondrial (Elachouri et al., 2011) ainsi que la morphologie des crêtes (Olichon et al., 2003). 
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Chez les souris, la perte totale d’Opa1 n’est pas viable. Par contre, les souris KO hétérozygotes 
sont viables et possèdent une réduction de 50% d’Opa1 dans tous les tissus. De façon similaire 
aux humains, les souris développent une dégénérescence lente des cellules ganglionnaires de la 
rétine associée à une diminution progressive de la fonction visuelle (Sarzi et al., 2012).  
 
II.4.iii. Machinerie de fission de la MME 
II.4.iii.a. DRP1 (dynamin-related protein 1) 
DRP1 (OMIM *603850) est codée par le gène DNM1L et induit la fission de la MME. Elle 
possède un domaine GTPase N-terminal, un domaine central, et un domaine effecteur GTPase C-
terminal (Lee and Yoon, 2016). 
 
Suite à des signaux cellulaires spécifiques, DRP1 se transloque du cytosol à la surface 
mitochondriale, puis s’oligomérise pour former des structures semblables à des anneaux au 
niveau des sites de fission. De nombreux récepteurs de DRP1 ainsi que des facteurs de son 
recrutement sur la MME ont été identifiés : FIS1, MFF, MiD49 et MiD51 (Labbé et al., 2014). 
Des sites putatifs de fission mitochondriale sont marqués par le RE et le cytosquelette d’actine. 
Ceci promeut la formation de structures multimériques de DRP1 à ce niveau (Friedman et al., 
2011). Une fois recrutée à la MME, la fixation et l’hydrolyse du GTP par DRP1 entraîne une 
modification de sa structure ainsi qu’une constriction et scission membranaire (Mears et al., 
2011). Chez la levure, les vers et les mammifères, les cellules déficientes en DRP1 possèdent un 
réseau mitochondrial hyperfusionné. De ce fait, la partition mitochondriale lors de la mitose est 
plutôt inégale et pourrait mener à des défauts ultérieurs (Ishihara et al., 2009). 
 
La délétion totale de Drp1 chez la souris est létale à la phase embryonnaire, avec des défauts 
de développement du cœur, du foie et du tube neural (Ishihara et al., 2009). Par contre, les souris 
knock-out hétérozygote de Drp1 ont une réduction de l’activité de fission mitochondriale et une 
augmentation de la réticulation du réseau dans les neurones de l’hippocampe mais pas dans le 
cortex cérébral. Pourtant, la perturbation de la dynamique mitochondriale chez ces souris 
n’affecte pas la fonction mitochondriale, ni l’activité synaptique, ni la durée de vie (Manczak et 
al., 2012). Par ailleurs, un patient ayant une mutation dominante négative de DRP1 a présenté un 
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désordre néonatal caractérisé par une microcéphalie congénitale, une atrophie optique, une 
acidose lactique ainsi qu’une augmentation du taux des acides gras à longue chaîne. Ce patient 
présentait également un réseau mitochondrial hyperréticulé et une structure peroxisomale 
anormale (Waterham et al., 2007).  
II.4.iii.b. DNM2 (dynamin-2) 
Bien que la protéine DRP1 participe à la fission mitochondriale, des expériences in vitro ont 
montré qu’elle manque les capacités dynamiques pour aboutir à la scission membranaire 
complète. En effet, DNM2 (OMIM *602378) est impliquée dans l’étape finale de la division 
mitochondriale (Lee et al., 2016). En plus des 3 domaines présents chez DRP1 (domaine 
GTPase, domaine central et domaine effecteur GTPase), DNM2 possède 2 domaines 
supplémentaires responsables de sa localisation mitochondriale : le domaine pleckstrin-homology 
ou PH qui lie le phosphatidylinositol-4.5-bisphosphate permettant ainsi l’insertion membranaire 
de la protéine, et le domaine C-terminal riche en proline (Lee et al., 2016; Zheng et al., 1996). 
Des mutations au niveau du domaine PH sont responsables de formes sévères de la maladie de 
Charcot-Marie-Tooth et de la myopathie centronucléaire (Jungbluth and Gautel, 2014; Tanabe 
and Takei, 2012). 
 
DNM2 est surtout connue pour son rôle dans l’endocytose au niveau de la membrane 
plasmique. Plus récemment, Lee et al. ont découvert que DNM2 est recruté aux sites marqués 
par DRP1 pour finaliser la fission. Les mitochondries de cellules déficientes en DNM2 échouent 
de fissionner suite au recrutement de DRP1, menant à la formation de super-constrictions 
filamenteuses entre les deux organelles en division. Les auteurs proposent un modèle de fission 
séquentielle qui inclut DRP1 puis DNM2 ; DRP1 serre la membrane mitochondriale et diminue 
son diamètre suffisamment pour permettre l’assemblage de DNM2, qui achève ainsi la fission 
(Lee et al., 2016). 
 
II.4.iv. Machinerie de fission de la MMI 
Il est fort probable que la fission de la MME soit suffisante pour entraîner la fission de la 
MMI. Néanmoins, quelques molécules pourraient aider à la fission de la membrane interne, dont 
les formes courtes S-OPA1 qui entraînent une fragmentation du réseau mitochondrial. Ces 
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formes courtes se localisent au niveau de la MMI mais pourraient aussi co-localiser avec les 
composants de la machinerie de fission de la MME au niveau des sites de contact ER-
mitochondrie (Anand et al., 2014). De nombreux stress cellulaires induisent l’activation de la 
protéase OMA1 et le clivage de L-OPA1 en S-OPA1, menant à une fission du réseau en 
coopération avec DRP1 (Baker et al., 2014).  
La protéine MTP18 est une protéine membranaire intégrale de la MMI importante pour la 
maintenance de la morphologie mitochondriale. En effet, une déplétion de MTP18 entraîne une 
hyperfusion du réseau, alors que sa surexpression induit la fragmentation mitochondriale 
(Tondera et al., 2004, 2005). Il est de ce fait, suggéré que MTP18 soit impliqué dans la fission de 
la MMI. 
 
Figure 13. Les différents acteurs de la fusion/fission : machinerie de la fusion (MFN1/2 et 
OPA1), machinerie de la fission (DRP1 et ses récepteurs MFF, MiD49, MiD51 et FIS1, et 
DNM2) (Wai and Langer, 2016). 
  
 
40 
 
II.5. Interaction des mitochondries avec le réticulum endoplasmique via les MAM 
(mitochondria-associated endoplasmic reticulum membranes) 
La première évidence d’interaction entre les mitochondries et le RE était faite en 1959 par 
Copeland et Dalton (Copeland and Dalton, 1959). Puis, en 1990, Vance décrit une fraction 
cellulaire capable de sédimenter avec les mitochondries suite à la centrifugation. Cette fraction 
possédait beaucoup de similarités avec les microsomes (Vance, 1990). Ainsi, l’hypothèse de 
l’existence des connections RE-mitochondries ou MAM émergeât. Les MAM permettent de 
réguler mutuellement les fonctions des deux organites.  
Les MAM sont essentielles pour la synthèse et le transport des lipides au niveau 
mitochondrial. Les mitochondries requièrent un apport continu de lipides membranaires pour 
maintenir l’intégrité de leur membrane et de leurs processus physiologiques (Stone and Vance, 
2000). De plus, les MAM interviennent également dans les processus mitochondriaux de 
fusion/fission, dans l’homéostasie calcique ainsi que dans l’autophagie. 
MFN2 est exprimé non seulement dans les mitochondries, mais aussi dans le RE et les MAM. 
MFN2 coordonne les interactions entre les mitochondries et stabilise le réseau mitochondrial 
(Koshiba et al., 2004). De façon intéressante, l’expression de MFN2 est nécessaire pour 
l’attachement du RE aux mitochondries, ainsi que pour la stabilisation des MAM. L’activité de 
MFN2 à l’interface RE-mitochondrie est régulée par la protéine mitochondriale ubiquitine ligase 
MITOL. MITOL interagit avec MFN2 localisé au niveau de la mitochondrie et non au niveau du 
RE pour ajouter une chaîne polyubiquitine. Cette polyubiquitination induit l’oligomérisation du 
MFN2 et facilite ainsi l’attachement du RE à la mitochondrie. Vu le rôle double de MFN2 dans 
la fusion mitochondriale et la stabilisation des MAM, les connections RE-mitochondrie sont 
supposées importantes à la fusion (Sugiura et al., 2013).  
Les composants du complexe d’attachement des mitochondries au RE ou ERMES sont encore 
mal identifiés chez les mammifères. Par contre, ce complexe associe la fission mitochondriale à 
la ségrégation correcte des nucléoïdes. En effet, les composants de l’ERMES sont souvent 
localisés à proximité des nucléoïdes en réplication, et facilitent le partage égal de l’ADNmt entre 
les mitochondries filles durant la fission (Murley et al., 2013).   
Suite à l’activation du récepteur à l’IP3 au niveau du RE, la libération du calcium forme des 
microdomaines de concentration calcique très élevée à la surface du RE. Au niveau des MAM, la 
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juxtaposition entre la mitochondrie et le RE joue un rôle essentiel dans la recapture du calcium 
par la mitochondrie et donc dans l’homéostasie calcique (Parys and De Smedt, 2012).  
Finalement, il est présumé que les MAM interviennent dans la mitophagie par la formation du 
phagophore (Marchi et al., 2014).  
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III. Les protéines Clu 
III.1. L’historique de CLUH (CLUstered mitochondria protein Homolog) 
La protéine Clu a été découverte en 1992 chez Dictyostelium discoideum suite à la réactivité 
croisée d’un anticorps reconnaissant une myosine non conventionnelle d’Acanthamoeba 
castellanii, la myosine-IC. En 1997, Zhu et al. ont identifié la protéine détectée par l’anticorps et 
ont étudié les mutants CluA
-
 de Dictyostelium, chez qui ils ont trouvé que les mitochondries 
formaient un agrégat à côté du noyau (Zhu et al., 1997) (Figure 14). De façon similaire, chez les 
mutants Clu1 de Saccharomyces cerevisiae, le réseau mitochondrial était agrégé dans la cellule 
(Fields et al., 1998). Depuis, la distribution mitochondriale a été étudiée dans de nombreux 
modèles déficients en Clu. En 2003, Logan et al. ont isolé huit mutants mitochondriaux des 
semences d’Arabidopsis thaliana suite à leur traitement par l’éthyle méthane sulphonate. Un 
mutant particulier présentait un clustering mitochondrial et le gène responsable a été nommé 
FMT ou « friendly » mitochondria, orthologue de CluA
-
 de Dictyostelium (Logan et al., 2003). 
En 2009, Cox et Spradling ont étudié les cellules germinales de drosophiles mutantes Clu
-/-
 et ils 
ont trouvé une agglomération mitochondriale importante (Cox and Spradling, 2009). Ainsi, tous 
les mutants Clu étudiés jusqu’à présent présentent une agrégation mitochondriale, un phénotype 
caractérisant l’absence de Clu, d’où son nom pour CLUstering (figure 14). 
 
 
Figure 14. Le clustering mitochondrial 
observé dans plusieurs modèles 
dépourvus de Clu (Cox and Spradling, 
2009; El Zawily et al., 2014; Fields et al., 
1998; Gao et al., 2014; Zhu et al., 1997). 
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A côté de la fonction principale de CLUH dans la distribution mitochondriale correcte, 
plusieurs autres fonctions ont été identifiées. En 2014, Gao et al. ont démontré que CLUH est 
impliquée dans le transport vers les mitochondries des ARNm nucléaires codant des protéines 
mitochondriales (Gao et al., 2014). Cette fonction a été confirmée plus tard par Sen et Cox qui 
ont montré l’interaction  de Clu avec les protéines ribosomales à la MME (Sen and Cox, 2016). 
En 2015, Sen et al. ont montré que Clueless, orthologue de Clu chez la drosophile, interagit avec 
le complexe Pink1/Parkin et joue un rôle important dans le contrôle qualité mitochondrial (Sen et 
al., 2015). De plus, Clu a été impliqué dans d’autres activités cellulaires. En effet, en 2013, Goh 
et al. ont démontré que Clueless est requis pour la division asymétrique des neuroblastes dans le 
cerveau des drosophiles (Goh et al., 2013).  En 2015, Wang et al. ont démontré que Clu est 
impliqué dans le stress du RE ainsi que dans le transport des protéines dans la voie de 
biosynthèse/sécrétion de la cellule eucaryote (Wang et al., 2015).  
 
Malgré ces nombreuses études, la fonction de Clu reste énigmatique. Et de façon plus 
importante, aucune information n’est connue sur l’état métabolique des cellules déficientes en 
Clu. Dans ce sens, nous avons mené une étude pour préciser la fonction de Clu et son rôle dans 
le métabolisme cellulaire (voir chapitre Résultats, partie I, Article 1, p.55). 
 
III.2. Les différents domaines composant CLUH 
L’alignement de séquences multiples est un outil permettant de déterminer les régions 
conservées au cours de l’évolution, et de prédire éventuellement leurs fonctions.  
En 1997, Zhu et al. ont identifié la séquence de 1321 acides aminés (aa) de CluA de 
Dictyostelium et ils ont trouvé l’orthologue chez Saccharomyces cerevisiae, Clu1, et 
Caenorhabditis elegans, Clu. L’alignement de ces trois séquences a révélé que 27% à 30% des 
résidus sont identiques et qu’elles présentaient 50% de similarité. Néanmoins, la 
recomplémentation des mutants CluA
-
 de Dictyostelium avec la protéine Clu1 de Saccharomyces 
a permis de corriger le défaut de cytokinèse et d’inverser partiellement le clustering 
mitochondrial en dépit d’une homologie limitée entre CluA et Clu1.   
L’alignement des séquences protéiques a permis d’identifier deux domaines i) un domaine 
Clu, entre les aa 424 et 666 dont la fonction est inconnue, et ii) un domaine en C-terminal appelé 
tetratricopeptide repeat ou TPR, correspondant à une répétition de 34 acides aminés qui existe 
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également dans la chaîne légère de la kinésine, ainsi que dans de nombreuses autres protéines. 
Ce domaine est responsable d’interactions protéine-protéine et de l’assemblage des complexes 
multiprotéiques (D’Andrea, 2003). Il participe à de nombreux processus de la cellule eucaryote, 
entre autres l’adressage et l’import au niveau des peroxisomes (Brocard and Hartig, 2006; 
Fransen et al., 2008), la fusion des vésicules synaptiques (Young et al., 2003) mais aussi l’import 
mitochondrial (Baker et al., 2007).  
 
Dans un premier temps, l’alignement des séquences de Clueless et de CLUH, les orthologues 
respectifs de CluA chez la drosophile et l’homme, a montré que le domaine Clu est identique à 
85% entre les deux protéines, suggérant une conservation fonctionnelle au cours de l’évolution 
(Cox and Spradling, 2009). Dans un deuxième temps et avec l’amélioration des outils d’analyse 
de séquences, il a été révélé qu’en plus des domaines Clu et TPR, il existe deux autres domaines 
conservés i) le domaine β-GF également appelé Clu-N de fonction inconnue et iii) le domaine 
DUF727 ou GSKIP (Sen and Cox, 2016) (Figure 15). A l’exception du domaine GSKIP, 
domaine impliqué dans l’interaction et dans l’inhibition de la Glycogène synthase kinase-3 beta 
(GSK3β), tous les autres domaines n’ont aucune fonction connue ou prédite. Néanmoins, plus 
récemment, Sen et Cox ont étudié la fonction des différents domaines de Clueless dans la 
distribution mitochondriale et le développement des drosophiles. Ils ont montré que les deux 
domaines Clu et TPR sont nécessaires pour la bonne distribution mitochondriale et que le 
domaine TPR intervient dans la liaison des ARNm (Sen and Cox, 2016). 
 
Finalement, la protéine CLUH possède une structure multidomaines complexe qui se reflète 
par sa diversité fonctionnelle. De ce fait, une analyse compréhensive structure/fonction  paraît 
indispensable afin d’éclaircir le mécanisme d’action des différentes fonctions de CLUH au 
niveau cellulaire.  
 
 
 
 
Figure 15. Les différents domaines de CLUH 
 
Clu-N GSKIP Clu Clu-central TPR
64 139 175 313 356 577 769 948 974 1189 1309
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III.3. Les fonctions mitochondriales des protéines CLUH 
Trois fonctions mitochondriales majeures ont été attribuées à Clu i) la dynamique 
mitochondriale, ii) le transport des ARNm codants des protéines mitochondriales et iii) le 
contrôle qualité mitochondrial.   
 
III.3.i. Rôle de CLUH dans la dynamique mitochondriale 
Même si l’agrégation des mitochondries a été observée dans tous les modèles déficients en 
Clu, le rôle direct de Clu sur la dynamique mitochondriale reste controversé. En effet, de 
nombreuses hypothèses ont été avancées sur le rôle de Clu dans le clustering mitochondrial, mais 
le mécanisme exact reste toujours inconnu. D’un côté, il a été proposé que l’effet de clustering 
est dû à la perturbation des mécanismes de fusion/fission, suite à l’observation d’interconnexions 
mitochondriales filamenteuses chez l’amibe mutante CluA- (Fields et al., 2002), en lien avec une 
baisse des taux de fusion/fission (Schimmel et al., 2012). D’autre part, chez les mutants friendly 
d’Arabidopsis thaliana, un essai de fusion a montré une augmentation du temps d’association 
entre les mitochondries, et des régions intermitochondriales denses aux électrons ont été 
observées par microscopie électronique (El Zawily et al., 2014).  Enfin, la surexpression de Clu 
dans les muscles des larves et des adultes de la drosophile entraîne une fragmentation 
mitochondriale (Wang et al., 2016).  
 
D’un autre côté, il a été proposé que l’effet de clustering est dû à une altération du 
cytosquelette. En effet, la latrunculine B et le nocodazole, perturbateurs des filaments d’actine et 
des microtubules, diminuent l’effet de clustering des mitochondries chez les mutants CluA- de 
l’amibe (Woods et al., 2016). En revanche, aucun défaut structural de microtubules ni des 
filaments d’actine n’a été reporté dans les modèles étudiés déficients en Clu.  
Par ailleurs, il est important de noter que Clu ne possède aucune homologie de séquence avec 
les domaines des moteurs protéiques d’actine et de microtubule, et la mutation de CluA chez 
Dictyostelium discoideum est sans effet sur la motilité mitochondriale (Woods et al., 2016). De 
ce fait, la fonction de Clu comme moteur protéique paraît improbable.  
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Pour ces raisons, une étude extensive des liens structure/fonctions des domaines Clu paraît 
indispensable pour éclaircir le rôle de CLUH dans le clustering mitochondrial. Dans ce sens, 
nous avons mené une étude compréhensive des domaines conservés de CLUH en les sur-
exprimant dans des cellules cancéreuses HeLa (voir chapitre Résultats, partie II, Article 2, p.63). 
 
III.3.ii. Rôle de Clu dans le transport des ARNm codants les protéines mitochondriales 
L’implication de CLUH dans le transport des ARNm spécifiques des protéines 
mitochondriales a été démontrée récemment par Gao et al. En effet, l’analyse in silico des bases 
de données de microarrays disponibles en ligne a montré que les gènes CLUH humain et murin 
sont co-exprimés avec des gènes de différentes voies métaboliques mitochondriales et de la 
phosphorylation oxydative. Les gènes codant pour des protéines mitochondriales et les gènes 
impliqués dans la biogenèse ribosomale étaient les plus corrélés positivement avec l’expression 
de CLUH. Ceci met en évidence une connexion entre CLUH et la biogenèse mitochondriale, 
ainsi que l’implication de CLUH dans la régulation de la traduction (Gao et al., 2014). Ces 
résultats in silico ont été confirmés avec une immuno-précipitation de CLUH. En effet, après un 
cross-linking par irradiation, Gao et al. ont montré que des ARN sont immuno-précipités avec 
CLUH et le séquençage de ces ARN a révélé qu’ils sont principalement des ARNm qui codent 
pour des protéines mitochondriales. Les ARNm de ATP5A1, SPG7, OPA1, OGDH et GOT2 
étaient les plus enrichis dans l’immunoprécipitat. Ainsi, ces résultats ont montré pour la première 
fois que CLUH est une protéine liant les ARNm des protéines mitochondriales codées par le 
noyau et que CLUH joue un rôle essentiel dans la biogenèse mitochondriale. Dans cette même 
étude, il a été montré que CLUH co-localisait avec les microtubules et les mitochondries. Les 
auteurs ont émis l’hypothèse que CLUH pourrait transporter ces ARNm cibles à côté des 
mitochondries pour permettre leur traduction à des sites spécifiques (Gao et al., 2014).  
 
Cette hypothèse fut l’objet d’une étude réalisée en 2016 par Sen et Cox, montrant que CLUH 
co-immunoprécipite avec trois grandes sous-unités (RpL7a, RpL30 et RpL10Ab) et deux petites 
sous-unités (RpS4 et RpS7) des ribosomes, ainsi qu’avec le complexe d’initiation de la 
traduction eucaryote eIF3. De façon intéressante, cette association de CLUH aux ribosomes se 
fait exclusivement sur la MME. A la lumière de ces données, il a été proposé que CLUH joue un 
rôle dans l’import co-traductionnel en liant le ribosome au niveau de la MME (Sen and Cox, 
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2016) (Figure 16). Cette double fonction de CLUH dans le transport et la traduction des ARNm 
codant des protéines mitochondriales est renforcée par les analyses de la distribution de CLUH 
dans les cellules. En effet, CLUH montre une distribution cytosolique homogène mais aussi 
granulaire. La plupart du temps, les particules de CLUH se trouvent à la surface mitochondriale 
(Cox and Spradling, 2009) et interagissent avec des protéines de la MME telles que TOM20, la 
porine mitochondriale et PINK1 (Cox and Spradling, 2009; Sen et al., 2013; Wang et al., 2015). 
Dans ce sens, la mutation de pink1 chez la drosophile entraîne une perte de la distribution 
granulaire de Clu (Sen et al., 2015; Wang et al., 2016).  
 
En outre, il a été montré que CLUH interagit génétiquement et physiquement avec 
PINK1/PARKIN (voir chapitre Introduction, partie III.3.iii. « Rôle de CLUH dans le contrôle 
qualité mitochondrial », p.48 ) et récemment, il a été montré que PINK1 et PARKIN contrôlent 
la traduction des ARNm des protéines de la chaîne respiratoire à la surface de la MME (Gehrke 
et al., 2015). Selon Sen et al., l’absence de CLUH perturbe l’import des protéines 
mitochondriales conduisant à leur diminution, à une altération profonde des mitochondries, et 
finalement à leur dégradation par la voie PINK1/PARKIN (Sen et al., 2015). Donc, CLUH a 
probablement un rôle important dans la dégradation et/ou la biogenèse mitochondriale qui reste à 
élucider. 
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Figure 16. Clu se lie avec les ARNm nucléaires des protéines mitochondriales et 
participe à leur traduction site-spécifique sur la mitochondrie : Dans un cadre normal 
(schéma à gauche), Clu stabilise les polysomes à la surface des mitochondries pour induire 
l’import des protéines mitochondriales, et inhibe la formation du complexe de mitophagie 
Pink1/Parkin. Quand la fonction de Clu est perturbée (schéma à droite), l’effondrement du 
potentiel membranaire empêche l’import des protéines mitochondriales et potentialise la 
mitophagie par la formation du complexe Pink1/Parkin (Sen et al., 2015). 
 
 
III.3.iii. Rôle de CLUH dans le contrôle qualité mitochondrial  
Une augmentation de la taille et du nombre des vacuoles acides nécessaires à l’autophagie a 
été observée chez les mutants friendly d’Arabidopsis thaliana, indiquant ainsi l’importance de 
friendly dans le contrôle qualité mitochondrial (El Zawily et al., 2014). Lors de la dissipation du 
Δψm, PINK1 s'accumule sur la MME et recrute  PARKIN, qui à son tour ubiquityle des 
protéines mitochondriales induisant ainsi la mitophagie. Il a été démontré que Clu interagit 
génétiquement avec Pink1 et Parkin dans la régulation du clustering mitochondrial dans les 
cellules germinales de la drosophile (Cox and Spradling, 2009; Sen et al., 2015).  Des études 
approfondies ont permis d’élucider le rôle de CLUH dans la voie de PINK1/PARKIN. En effet, 
d’une part, la surexpression de parkin a permis de restaurer la bonne distribution mitochondriale 
dans les cellules S2R
+
 déficientes en Clu (Sen et al., 2015) et d’autre part, la surexpression de 
Clu a partiellement restauré les fonctions mitochondriales et corrigé la malformation thoracique 
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chez les mutants pink1 de la drosophile (Sen et al., 2015; Wang et al., 2016). Ainsi, ces résultats 
suggèrent que la protéine CLUH joue un rôle dans la voie pink1/parkin en aval de pink1 et en 
amont de parkin (Sen et al., 2015). De plus, la protéine pink1 interagit avec Clu en condition 
normale, contrairement à parkin qui n’interagit avec Clu qu’après un stress entraînant la chute du 
potentiel membranaire mitochondrial. En effet, dans des conditions normales, pink1 est dégradée 
et le complexe pink1/parkin n’est observé que dans des conditions de stress. En revanche, en 
absence de Clu, le complexe pink1/parkin se forme en dehors de tout stress. Le 
dysfonctionnement mitochondrial dû à la perte de Clu entraîne une dégradation accrue des 
mitochondries et la diminution concomitante des protéines mitochondriales (Sen et al., 2015). 
 
Afin de mieux cerner la relation entre Clu et la mitophagie parkin-dépendante, Wang et al. ont 
étudié des drosophiles doubles mutantes. En effets, les auteurs ont montré que les doubles 
mutants clu
-/-
/pink1
-/-
 et clu
-/-
/parkin
-/- 
présentaient un phénotype nettement plus sévère  que les 
simples mutants, suggérant ainsi que pink1/parkin et Clu agissent dans deux voies de 
signalisation différentes. La perte de Clu entraîne le recrutement de parkin à la surface des 
mitochondries dont le potentiel membranaire est effondré. Par contre, une accumulation d’Atg8a 
et de p62 autour des mitochondries était observée, sans pouvoir pour autant former un 
autophagosome complet, témoignant ainsi d’une inhibition de la mitophagie. Par ailleurs, une 
accumulation de Marf et de VCP sur les mitochondries montre un lien possible entre Clu et le 
contrôle qualité mitochondrial par l’intermédiaire de la machinerie de fusion/fission. En effet, 
VCP est une protéine multifonctionnelle dont l’activité ATPase permet d’extraire les protéines 
ubiquitinées à partir des membranes ou complexes protéiques soit pour le recyclage, soit pour la 
dégradation protéasomale. Plus particulièrement, VCP a été montrée comme interagissant avec 
Clu pour une meilleure dégradation de Marf ubiquitiné. En présence de Clu, la dégradation de 
Marf empêche les mitochondries défectives de fusionner avec le pool sain des mitochondries, et 
conduit à des mitochondries fragmentées qui seront facilement éliminées. Suite à la perte de Clu, 
l’action insuffisante de VCP/Clu dans la dégradation de Marf conduit à des mitochondries 
gonflées, dont la mitophagie est inhibée. En conclusion, la protéine Clu joue un rôle important 
dans la voie Pink1/Parkin de mitophagie, plutôt en favorisant la dégradation de Marf médiée par 
VCP (Wang et al., 2016) (figure 17). 
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Figure 17. Rôle de Clu dans la mitophagie et la dégradation de Marf par l’intermédiaire 
de VCP : En présence de Clu (schéma du haut), la dégradation de Marf empêche les 
mitochondries défectives de fusionner avec le pool sain des mitochondries, et conduit à des 
mitochondries fragmentées qui seront facilement éliminées. Suite à la perte de Clu (schéma 
du bas), l’action insuffisante de VCP/Clu dans la dégradation de Marf conduit à des 
mitochondries gonflées, dont la mitophagie est inhibée. En conclusion, la protéine Clu joue un 
rôle important dans la voie Pink1/Parkin de mitophagie, plutôt en favorisant la dégradation de 
Marf médiée par VCP (Wang et al., 2016). 
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III.4. Les conséquences de l’absence de CLUH sur la fonction mitochondriale et le 
développement des organismes  
En plus de l’agrégation, les mitochondries présentent des structures défectueuses en absence 
de Clu. En effet, dans les mutants Clu
d08713 
de la drosophile, les mitochondries des muscles sont 
gonflées avec une perte des crêtes et du potentiel membranaire (Cox and Spradling, 2009; Sen et 
al., 2015; Wang et al., 2016). De plus, les drosophiles adultes mutantes Clu ont une diminution 
sévère de production d’ATP et un stress oxydatif élevé. 
Souvent, les perturbations structurales et fonctionnelles de la mitochondrie se manifestent par 
des phénotypes singuliers des organismes. La mutation de CluA dans Dictyostelium entraîne une 
diminution modeste du taux de croissance (Zhu et al., 1997). De même, la délétion de Clu1 chez 
Saccharomyces cerevisiae n’influence pas la viabilité, la croissance cellulaire, ni l’efficacité de 
sporulation (Fields et al., 1998). En revanche, chez Arabidopsis thaliana, la mutation de friendly 
donne des plantes à petites feuilles arrondies et à racines courtes avec une augmentation de la 
mort cellulaire (El Zawily et al., 2014) et la déplétion de Clueless chez Drosophila melanogaster 
donne des animaux de petite taille, ayant une perturbation motrice, une stérilité et qui ne vivent 
que 4 à 7 jours (Cox and Spradling, 2009). Enfin, dans un modèle murin, l’absence de Cluh est 
létal juste après la naissance (Schatton et al., 2017).  
Cependant, l’effet du dysfonctionnement mitochondrial sur le métabolisme cellulaire n’a pas 
encore été étudié dans le cadre de mutation de CLUH. De ce fait, nous avons effectué une étude 
métabolomique sur les cellules HeLa WT et KO CLUH, afin de comprendre l’implication de 
CLUH dans le métabolisme cellulaire. 
 
III.5. les fonctions non mitochondriales des protéines Clu 
III.5.i. Rôle de Clu dans la cytokinèse 
Chez les mutants CluA
-
 de l’amibe, les cellules ont un défaut grave de cytokinèse, conduisant 
à de nombreuses cellules multinucléées (Zhu et al., 1997). Par contre, ce défaut n’est pas observé 
dans les autres modèles tels que les levures et les plantes (Fields et al., 1998; Logan et al., 2003). 
Ce phénotype pourrait être lié à l’empêchement de l’établissement du sillon de division par la 
masse mitochondriale agrégée à côté du noyau, ou bien à l’impossibilité de réaliser une division 
par manque d’énergie.  
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III.5.ii. Rôle de la protéine Clueless dans la neurogenèse  
La division asymétrique des neuroblastes chez la drosophile donne naissance à deux cellules 
filles : une maintenue comme cellule pluripotente ou neuroblaste, et l’autre plus petite devenant 
une cellule mère ganglionnaire qui se divise pour produire deux neurones spécialisés. L’activité 
de la protéine kinase C atypique (aPKC) est intimement régulée au cours de la division 
asymétrique. Suite à une hyperactivation d’aPKC, les deux cellules filles restent sous forme de 
neuroblastes et continuent à proliférer menant à une sorte de tumeur cérébrale et à un cerveau de 
grande taille chez les larves L3 de la drosophile. 
Clueless en association avec lgl, régule l’activité d’aPKC et contrôle ainsi la division 
asymétrique des neuroblastes. Ainsi, il se peut que Clu, lgl, et parkin participent à la même voie 
de division asymétrique durant la neurogenèse précoce des larves de drosophile. Donc, il n’est 
pas improbable que les défauts précoces du développement neuronal se répercutent négativement 
plus tard sur la fonction neuronale, induisant une neurodégénérescence grave (Goh et al., 2013). 
 
III.5.iii. Rôle de CLUH dans le transport des protéines dans la voie de biosynthèse 
/sécrétion de la cellule eucaryote  
Chez la drosophile, Clueless et dgrasp (Drosophila Golgi reassembly and stacking protein) 
agissent ensemble pour transporter l’intégrine αPS2 vers la membrane plasmique au niveau des 
sites d’attachement musculaire. Une perte de l’une des deux protéines provoque un stress du RE 
et entraîne l’accumulation de αPS2 au niveau du RE périnucléaire. Ainsi, Clueless est requise 
pour le bon fonctionnement de la voie précoce de la biosynthèse/sécrétion des protéines dont 
αPS2, à partir du RE. 
 
 
 
  
53 
 
Questions et hypothèses 
Suite aux différents éléments présentés dans l’introduction, il est clair que la distribution 
mitochondriale constitue l’un des principaux enjeux de l’homéostasie énergétique cellulaire. 
CLUH étant le corollaire de la distribution mitochondriale, nous avons voulu étudier son effet 
sur le métabolisme, sujet qui n’a pas encore été étudié. Nous traitons cette question dans la 
première partie des résultats.  
Pour mener nos recherches, nous avons généré une délétion homozygote de CLUH dans des 
cellules cancéreuses du col de l’utérus HeLa, puis nous avons caractérisé les cellules KO CLUH 
pour répondre aux questions suivantes : 
 
- Comment la perte de la distribution mitochondriale affecte le phénotype cellulaire ? 
- Est-ce que le clustering mitochondrial est lié à une altération du cytosquelette ? 
- Comment la déplétion de CLUH affecte la physiologie mitochondriale, en termes de 
l’abondance et de la fonction des complexes de la chaîne respiratoire, de la qualité et la 
quantité de l’ADNmt et finalement en termes du fonctionnement de la machinerie de la 
traduction mitochondriale ? 
- Comment la déplétion de CLUH influence la structure mitochondriale ? 
- Comment la perturbation de la distribution mitochondriale dans le cadre de délétion de 
CLUH affecte le métabolisme cellulaire global ?  
 
En outre, bien que l’étude récente de Sen et Cox montre les deux domaines Clu et TPR 
comme étant responsables de la distribution mitochondriale (Sen and Cox, 2016), une analyse 
structure/fonction de la protéine CLUH n’a pas été effectuée. Dans cette perspective, la 
deuxième partie des résultats traite le mécanisme par lequel CLUH maintient la répartition des 
mitochondries et l’implication de tous les domaines dans cette fonction. Afin d’adresser ces 
aspects, nous avons identifié cinq régions évolutivement conservées au sein de la séquence 
CLUH, puis nous avons construit des plasmides codant pour des protéines tronquées de CLUH 
comprenant les différents domaines et combinaisons de domaines. La transfection de ces 
plasmides dans les cellules HeLa WT et KO, nous a permis de répondre aux questions suivantes : 
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- Quel est le pattern d’expression des protéines tronquées et comment elles affectent la 
distribution mitochondriale ? 
- Est-ce que la recomplémentation de CLUH chez les cellules KO corrige le phénotype de 
clustering mitochondrial ? sinon, quels en sont les causes ? 
- Vu que des phénotypes de clustering mitochondrial ont été reportés dans certains modèles 
WT suite à la surexpression de CLUH (El Zawily et al., 2014; Wang et al., 2016) qu’en 
est-il de l’effet de la surexpression des protéines CLUH tronquées ? 
- Comme une interaction de la protéine CLUH avec elle-même a été établie par 
immunoprécipitation (Sen and Cox, 2016), est-ce que CLUH est capable de 
s’oligomériser ? dans l’affirmatif, quel est la nature des oligomères ? 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Résultats 
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I. CLUH lie la distribution mitochondriale 
à l’état énergétique et métabolique 
cellulaire 
 
“CLUH couples mitochondrial distribution to the energetic 
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Introduction 
 
La forme et la distribution des mitochondries dans une cellule, dépend de leur transport 
intracellulaire, de leur attachement sur les microtubules, des activités de fusion/fission, et 
surtout de l’état métabolique de la cellule. En effet, la localisation mitochondriale est 
intimement corrélée avec l’état métabolique cellulaire. Un exemple particulier illustre la 
régulation de la position mitochondriale par rapport aux concentrations intracellulaire en 
nutriments. En effet, un arrêt des mitochondries est observé au niveau des sites de haute 
concentration en glucose, suite à la O-N-acétylglucosaminylation de Milton, un acteur 
principal du transport mitochondrial (Pekkurnaz et al., 2014). En outre, l’induction de la 
mitophagie provoque une agglomération mitochondriale dans la région périnucléaire par 
l’intermédiaire de p62 (Narendra et al., 2010). Dans ce sens, les exigences métaboliques 
cellulaires régulent la localisation mitochondriale, à la fois dans un contexte physiologique et 
pathologique. 
 
CLUH est connu comme étant un facteur essentiel de la distribution mitochondriale. 
Comme il existe un lien de causalité entre les défauts de distribution mitochondriale et les 
perturbations métaboliques, nous avons investigué ce lien dans des cellules délétées pour 
CLUH. Pour le faire, nous avons construit un modèle de cellules cancéreuses HeLa KO par la 
méthode de CRISPR-cas9. La perturbation de la localisation mitochondriale confirmée, nous 
avons étudié les conséquences sur les complexes de la chaîne respiratoire par BN-PAGE 
(Blue Native PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) et par mesure de l’activité enzymatique 
des complexes, la structure mitochondriale par microscopie électronique, la respiration 
mitochondriale par oxygraphie, ainsi que la présence éventuelle d’une réorientation 
métabolique vers la glycolyse. Finalement, nous avons étudié le métabolisme cellulaire en 
dosant 180 métabolites par spectrométrie de masse. 
 
Notre publication « CLUH lie la distribution mitochondriale à l’état énergétique et 
métabolique cellulaire », traite en détails de tous les aspects susmentionnés. 
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ABSTRACT
Mitochondrial dynamics and distribution are critical for supplying ATP
in response to energy demand. CLUH is a protein involved in
mitochondrial distribution whose dysfunction leads to mitochondrial
clustering, the metabolic consequences of which remain unknown.
To gain insight into the role of CLUH on mitochondrial energy
production and cellular metabolism, we have generated CLUH-
knockout cells using CRISPR/Cas9. Mitochondrial clustering was
associated with a smaller cell size and with decreased abundance
of respiratory complexes, resulting in oxidative phosphorylation
(OXPHOS) defects. This energetic impairment was found to be due
to the alteration of mitochondrial translation and to a metabolic shift
towards glucose dependency. Metabolomic profiling by mass
spectroscopy revealed an increase in the concentration of some
amino acids, indicating a dysfunctional Krebs cycle, and increased
palmitoylcarnitine concentration, indicating an alteration of fatty
acid oxidation, and a dramatic decrease in the concentrations of
phosphatidylcholine and sphingomyeline, consistent with the
decreased cell size. Taken together, our study establishes a clear
function for CLUH in coupling mitochondrial distribution to the control
of cell energetic and metabolic status.
KEY WORDS: CLUH, Metabolism, Mitochondria, Mitochondrial
dynamics, Cell size
INTRODUCTION
Mitochondrial morphology and ultrastructural organization are
known to vary depending on the tissue and the physiological states
considered (Benard et al., 2006), and many studies indicate that
physical rearrangements, which involve remodeling of the inner
membrane to modulate the form of the cristae, and changes of
the balance between mitochondrial fission and fusion, affect
mitochondrial energy production (Benard and Rossignol, 2008;
Zick et al., 2009). In addition, mitochondrial motility and location
within the cell are crucial for the maintenance of cell homeostasis
and specific functions. For instance, mitochondria in spermatozoids
are specifically located at the most proximal part of the flagellum to
supply ATP for sperm movement, while during apoptosis, active
mitochondria aggregate near the nucleus, as an upstream event prior
to cytochrome c release (Haga et al., 2003). Similar movements
towards the nucleus have been observed during the process of
mitophagy, where ubiquitylated mitochondria recruit p62 (also
known as SQSTM1) and HDAC6 to promote their subsequent
clearance (Lee et al., 2010). Further defects in mitochondrial transport
and distribution have been found in neurons from aMiro1 (also known
as Rhot1)-deficient mouse, although mitochondrial respiration was
normal (Nguyen et al., 2014). These examples demonstrate that both
active and damaged mitochondria are subject to intense movements,
which eventually could parallel metabolic modifications.
The CLU protein [known as CLUH (Clustered Mitochondria
Homolog) in Mammals] was first identified in the slime mould
Dictyostelium discoideum as a factor required for the proper
distribution of mitochondria within the cytoplasm (Zhu et al., 1997).
So far, CLU deficiency induces mitochondrial clustering in all
organisms tested, including the protist Dictyostelium discoideum
(Fields et al., 2002; Zhu et al., 1997), the yeast Saccharomyces
cerevisiae (Fields et al., 1998), the plant Arabidopsis thaliana (El
Zawily et al., 2014; Logan et al., 2003) and the animal Drosophila
melanogaster (Cox and Spradling, 2009), as well as mouse
embryonic fibroblasts (Gao et al., 2014) and human cancer cells
(Gao et al., 2014). While CLU function is clearly required to prevent
mitochondrial clustering, the mechanism responsible remains
elusive. Fields et al. reported that in cluA– Dictyostelium cells,
mitochondria were connected to neighboring mitochondria through
narrow constrictions, suggesting impaired fission (Fields et al.,
2002). However, in Arabidopsis, mutations in the CLU family gene
FRIENDLY do not cause constrictions, but instead lead to increased
association time during the mitochondrial fusion process, which
was reported to favor clustering (El Zawily et al., 2014). In
Drososphila, the CLU ortholog clueless interacts genetically (Cox
and Spradling, 2009) and physically with the PINK1–Parkin
pathway (Sen et al., 2015), to promote Valosin-Containing
Protein (VCP)-mediated Marf degradation during the Parkin-
dependent mitophagy (Wang et al., 2016). More recently, Gao
et al. have reported that human CLUH interacts with a subset of
mRNAs encoding mitochondrial proteins, suggesting that CLUH is
also involved in mitochondrial biogenesis (Gao et al., 2014).
Support for this role has also been provided by studies in
Drosophila, which demonstrated that CLU is a ribonucleoprotein
binding ribosomal components at the mitochondrial outer
membrane (Sen and Cox, 2016). Clearly, further studies are
needed to understand whether alteration in mitochondrial
distribution in CLUH-depleted cells is a primary effect or
secondary to mitochondrial biogenesis defects.Received 17 January 2017; Accepted 12 April 2017
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Taken together, these data revealed a broad involvement of
CLU in mitochondrial physiology, which have been reinforced by
bioinformatics analyses showing that CLUH is coexpressed with a
set of genes involved in mitochondrial metabolic pathways
and oxidative phosphorylation (OXPHOS) (Gao et al., 2014).
However, despite having clear effects on mitochondrial
distribution, it is unclear to what degree CLU function is
involved in energy production and cellular metabolism. To gain
insight into this question, we generated CLUH-knockout (KO)
HeLa cells by using the CRISPR/Cas9 technique. Characterization
of this CLUH-KO cell line revealed a decreased cell size with
clustered mitochondria. In addition CLUH-KO cells showed
abnormal cristae structures, OXPHOS defects resulting from
altered mitochondrial translation, and drastic changes in
metabolomic profiles.
RESULTS
CLUH knockout in HeLa cells leads to clustered
mitochondria and reduced cell size
To characterize the impact of CLUH on cellular metabolism, we
generated CLUH-KO HeLa cells by using the CRISPR/Cas9
technique. Plasmids encoding for Cas9 and for the guide-RNA
targeting CLUH exon4 were co-transfected with a puromycin-
resistant gene flanked by homology arms upstream and downstream
of the target site. A total of 23 colonies were screened by western
blotting, among which three selected clones showed the absence of
the CLUH protein (Fig. 1A; Fig. S1A,B). We then selected one cell
line that had a reduction of at least 80% in the amount of CLUH
transcript compared to that in wild-type (WT) cells, as determined
by quantitative real-time reverse transcription PCR (qRT-PCR)
(Fig. 1B). In addition, we checked that no detectable PCR product
could be amplified from the genomic DNA when using primers
hybridizing to CLUH exon 4 (Fig. 1C). Because CLU deficiency
induces mitochondrial clustering in all models so far reported, we
investigated mitochondrial distribution in CLUH-KO cells. Live
confocal imaging of MitoTracker-stained cells showed that
mitochondria were clustered around the nucleus in CLUH-KO
cells (Fig. 1D; Fig. S1C). In addition, we observed that these cells
had a drastically reduced size (Fig. 1E). To address an eventual
correlation between the reduced cell size and the abnormal
mitochondrial distribution, we standardized cell size using the
CYTOO micropatterns (Fig 1F; Fig. S1D). After 12 h, phase-
contrast microscopy showed that both WT and mutant cells
occupied the whole surface of square-shaped CYTOO
micropatterns (Fig. 1F, left panels; Fig. S1D). While WT cells
showed the expected evenmitochondrial distribution throughout the
cytoplasm (Fig. 1F, third panel), the KO cells showed mitochondria
clustered around the nucleus, despite the cell growth over the whole
available surface (Fig. 1F, right panel; Fig. S1D). Quantification of
mitochondrial clustering, calculated as the amount of the
mitochondrial surface divided by the whole cell area, revealed
that 68% of CLUH-KO cells show clustered mitochondria, while
only 28% ofWT cells show this phenotype (Fig. S1E,F). Moreover,
analysis of mitochondrial network morphology using Imaris
Filament Tracer demonstrated that mitochondria were more
connected in the KO cells (Fig. 1F, right panels), although, the
resolution of our fluorescent microscopy observations cannot
distinguish whether mitochondria are truly fused or simply
apposed with each other. Because clustering of mitochondria
might be related to cytoskeleton alterations, we investigated whether
cell mobility, by a scratch test, and the response to paclitaxel, a
microtubule-stabilizing drug, was affected in the KO cells.
Interestingly, the absence of CLUH decreased the ability to
migrate and increased sensitivity to paclitaxel treatment (Fig. S2).
CLUH deficiency decreases the abundance of OXPHOS
complexes following the inhibition of mitochondrial
translation
To gain further insights in the consequences of CLUH deficiency,
we analyzed the expression of OXPHOS complex subunits with
specific antibodies. Western blotting analysis showed that the
amount of ATP5A (complex V), UQCRC2 (complex III), Cox II
(complex IV) and NDUFB8 (complex I) subunits were all decreased
in both whole-cell lysate andmitochondrial lysate of KO cells, while
VDAC expression level remained constant in both conditions
(Fig. 2A). We then explored respiratory complex assembly by using
Blue Native (BN)-PAGE with specific antibodies for each complex
(Fig. 2B). Interestingly, although the abundance of complex II,
which is composed only of nuclear-encoded subunits, did not differ
between WT and KO cells, the abundances of complexes I, III, IV
and V, which are composed of subunits encoded by both nuclear
and mitochondrial genes, were drastically decreased (by 50%, 80%,
40% and 20%, respectively) in KO cells (Fig. 2C). As these changes
are frequently associated with a defect in the maintenance of
the amount of the mitochondrial genome, we evaluated the integrity
of the mtDNA. Indeed, as assessed by qPCR with two sets of
primers targeting the nuclear and mitochondrial genome, we show
that mtDNA amount was not affected in KO compared to the WT
cells either at steady state or during recovery after ethidium bromide-
mediated depletion (Fig. S3A,B). Moreover, as assessed by long-
fragment PCR, we did not find any evidence for mtDNA deletions
in KO cells (Fig. S3C). These results indicate that neither mtDNA
quantity (Fig. S3B) nor quality (Fig. S3C) was compromised in KO
cells. Thus, we further investigated the status of mitochondrial
translation. To do this, we first performed an in silico co-expression
analysis of CLUH using the NCI-60 database (Fig. 2D) and the
CellMiner tool (http://discover.nci.nih.gov/cellminer/) (Langer
et al., 2010; Liu et al., 2010; Reinhold et al., 2012). The 258
genes that positively correlate with the CLUH mRNA expression
level (correlation factors between 1 and 0.5; Table S1) were
classified by using the functional annotation database PANTHER
(http://pantherdb.org). Based on PANTHER sorting classifications
to molecular function and biological process (Mi et al., 2013), the
258 genes are mainly involved on mitochondrial function (Fig. 2D).
However, beside genes involved in mitochondrial metabolic
pathways and cellular respiration previously reported (Gao et al.,
2014), the ontology-based analysis revealed that genes involved in
mitochondrial translation are also highly correlated with CLUH
expression, being enriched by 14 times (Fig. 2D). To corroborate
this analysis, we analyzed the products of mitochondrial translation
by pulsing cells with radioactive [35S]methionine in the presence of
emetine, an inhibitor of cytoplasmic translation. We found that
mitochondrial translation was significantly decreased in KO cells
(Fig. 2E). Indeed, despite the equal total protein loading shown by
Coomassie staining (Fig. 2E, right panel), the autoradiography
shows a clear decrease in the abundance of mitochondrial
radiolabeled proteins in KO versus WT cells (Fig. 2E, left and
middle panel). This defect could be due to the decrease in
mitochondrial protein synthesis machinery, as western blots of
mitochondrial fractions revealed that the small MRPS27 and
MRPS17, and the large MRPL44 and MRPL13 ribosomal
subunits, the ERAL1 translation assembly factor and EFG1 (also
known as GFM1) and TUFM elongation factors were decreased in
KO versus WT cells (Fig. 2F). Taken together, these results indicate
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Fig. 1. Generation of CLUH KO cells and characterization of mitochondrial distribution. (A) Generation of CLUH-KO HeLa cells by using a CRISPR/Cas9
technique. Western blotting of whole-cell lysate using CLUH-specific antibody, showing lack of CLUH protein in these cells. Tubulin was included as a loading
control. (B) Relative CLUH mRNA expression levels (A.U., arbitrary units) in WT and CLUH-KO HeLa cells in four independent experiments (mean±s.e.m.).
(C) Representative gel of the CLUH exon 4 (targeted by Cas9) PCR product; CLUH exon 10 was used as control. (D) Live-cell light (top panels) and fluorescence
(lower panels) images of cells stained with MitoTracker Green in WT (left) and CLUH-KO (right) cells. Scale bar: 1 μm. (E) Left panels, live-cell light and
fluorescence (DAPI) images. Right panel, quantification of cell size as determined by measuring cell areas, as highlighted with the yellow line in the images, with
ImageJ. Results are mean±s.e.m. for 200 cells measured in each condition and in three independent experiments. ***P≤0.001 (two-tailed paired t-test). (F) Live-
cell phase contrast images (left two panels) and surface reconstitution of fluorescence images (right two panels) of individual WT and KO cells in CYTOO square-
shaped micropatterns. Experiments were replicated four times in the laboratory. Mitochondria were stained with MitoTracker green and color encoded using
Imaris software (Bitplane, Zurich, Switzerland) according to their length. Imaris filament tracer colors code indicate mitochondrial network shapes: red for long
mitochondria and purple for fragmented mitochondria. All the experiments were replicated four times in our laboratory.
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that in addition to mitochondrial mislocalization, mitochondrial
translation and OXPHOS complex assembly are significantly
decreased in CLUH-KO cells.
CLUH deficiency leads to altered mitochondrial
ultrastructure and impaired respiratory activities
OXPHOS complexes contribute to the shape of the inner
membrane, particularly the ATPase which is involved in cristae
formation (Davies et al., 2012). To determine whether decreased
abundance of OXPHOS complexes in CLUH-KO cells parallels
mitochondrial ultrastructure defects, we performed transmission
electron microscopy (TEM) on WT and CLUH-KO cells (Fig. 3A).
KO cells contained two populations of mitochondria that could be
distinguished on the basis of their ultrastructure: one population
contained a few disorganized cristae and an electron-light matrix
(Fig. 3A, yellow arrowheads) and the second population had
enclosed small mitochondria and displayed an electron-dense
matrix with many cristae (Fig. 3A, red arrowheads). These
populations represent 40% and 60% of total mitochondria,
respectively (Fig. S4). Moreover, we observed that some
mitochondria, 2% of quantified mitochondria, were connected in
KO cells by thin tubules (Fig. 3A, black arrow) suggesting a failure
of membrane to fully divide or to fuse. We next chose to investigate
OXPHOS complex activities in isolated mitochondria fromWT and
KO cells (Fig. 3B). All activities were normalized to the Krebs cycle
enzyme citrate synthase, which is used as a reference for
mitochondrial mass. The activities of complexes I, IV and V were
each decreased in KO cells by 40% (Fig. 3B), while complex II
Fig. 2. Mitochondrial OXPHOS complex abundance andmitochondrial translation are decreased in CLUH-KO cells. (A) Left panel, western blots showing,
with specific antibodies, the expression level in whole-cell lysates (WCL) and in mitochondrial lysate (ML) of ATP5A (complex-V), UQCRC2 (complex III), Cox II
(complex IV) and NDUFB8 (complex I) subunits. VDAC expression level was used as a loading control. Right panels, quantification of the amounts of OXPHOS
complex subunits (mean±s.e.m.; A.U., arbitrary units) of four independent experiments. (B) BN-PAGE analysis of the five OXPHOS complexes with specific
antibodies for each complex. (C) Quantification of amounts of OXPHOS complexes in the BN-PAGE analysis. Results are mean±s.e.m. for four independent
experiments. *P<0.05; ***P<0.001 (two-tailed paired t-test). (D) DAVID gene ontology analysis of the 258 genes positively and highly correlated with CLUH
mRNA expression level as determined by an in silico co-expression analysis using the CellMiner tool and the NCI-60 database. The 258 genes were sorted using
the functional annotation database PANTHER (http://pantherdb.org), which are presented with fold enrichment according to biological processes and P-values.
(E) Mitochondrial translation products were labeled with [35S]methionine in the presence of emetine, a cytoplasmic translation inhibitor. The left panels show
the autoradiography of the radiolabeled newly synthetized mitochondrial proteins, while the right panel shows the Coomassie staining, demonstrating equal
protein loading ofWTandKO cell lysates. All the experiments were replicated four times in our laboratory. (F)Western blots of cell lysates using specific antibodies
show that CLUH-KO have a lower amount of mitochondrial small MRPS27 and MRPS17 and large MRPL44 and MRPL13 ribosomal subunits, translation
assembly factor ERAL1 and mitochondrial elongation factors EFG1 and TUFM. GAPDH was used as loading control.
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activity in KO cells was increased compared to that seen in control
cells (Fig. 3B), in agreement with our measurements of complex
abundance (Fig. 2). In general, alterations of mitochondrial
respiration lead to the generation of reactive oxygen species
(ROS); thus, we investigated mitochondrial ROS generation by
means of live-cell imaging following incubation with the
superoxide indicator MitoSOX Red, whose fluorescence increases
with mitochondrial ROS production (Mukhopadhyay et al., 2007).
Only weak fluorescence was detected inWT cells, while the CLUH-
KO cells clearly displayed increased fluorescence localized to
mitochondria, indicating increased ROS production (Fig. 3C).
FACS analysis (Fig. 3D) confirmed that 1 h after MitoSOX staining,
KO cells showed higher fluorescence intensity compared to that
seen in WT cells (Fig. 3D). Taken together, these results
demonstrate that the mitochondria from CLUH-KO cells display
pronounced ultrastructural defects affecting cristae formation,
reduced OXPHOS abundance and activity, and concomitant
increased ROS production.
CLUH deficiency increases the glycolytic rate
To assess the consequences of the respiratory dysfunctions in
CLUH-KO cells on the energetic metabolism, we next evaluated
parameters associated with glycolysis. KO cells consumed glucose
at a faster rate than WT cells (Fig. 4A), such that after 2 and 4 days
Fig. 3. Mitochondrial ultrastructure and activities are defective in CLUH KO cells leading to ROS overproduction. (A) Representative TEM images of WT
and two independent CLUH-KO cells (left). 50 cells were analyzed in each condition. Enlarged views of the boxed areas (right) show the mitochondrial
ultrastructure. Yellow arrowheads indicate disorganized cristae, while red arrowheads indicate homogeneous dense cristae. Right, black arrowheads indicate
connected mitochondria. Scale bars: 500 nm. (B) Activities of OXPHOS complexes I, II, IV and V in WT and CLUH KO cells subunits (A.U., arbitrary units). Data
were normalized to citrate synthase (CS) activity. Results are mean±s.e.m. for four independent experiments. *P<0.05 (two-tailed paired t-test). (C)
Representative images of mitochondria fromWT and CLUH KO cells stained with MitoTracker Green (left panels) and MitoSOX (right panels). (D) FACS analysis
of WT and KO cells after MitoSOX staining. All the experiments were replicated four times in our laboratory.
5
RESEARCH ARTICLE Journal of Cell Science (2017) 0, 1-13 doi:10.1242/jcs.201616
of culture only 25% and 4%, respectively, of the original glucose
remained in the medium of KO cells, while 75% and 40%,
respectively, of the original glucose remained in that of WT cells. In
addition, measurement of extracellular lactate revealed that KO cells
produced two times more lactate than WT cells (Fig. 4B), which
correlated with the acidification of the medium, as indicated by the
change from red to yellow for the Phenol Red indicator. In parallel,
the extracellular acidification rate (ECAR), which is predominately
the result of glycolysis, was increased in KO cells compared to that
seen for the WT cells (Fig. 4C). Finally, we investigated cell growth
and death after glucose starvation by using the IncuCyte ZOOM
system, in which cell density and shape are monitored by photonic
microscopy while cells are maintained under standard culture
conditions (Fig. 4D). As assessed by using an adapted confluence
mask, cell viability was determined and the percentage of cell
growth was calculated based on the change of cell confluency over a
time course. Our analysis showed that at 24 h after glucose
starvation, KO cell growth was drastically slower than that of WT
cells (Fig. 4E). In addition, they started dying after 36 h of starvation
and were all dead by 72 h, while WT cells grew normally for 2 days
and were still alive after 3 days of starvation. Taken together, these
results demonstrate a metabolic shift in CLUH-KO cells, increasing
glycolysis and glucose dependency.
CLUH deficiency modulates cellular metabolic steady state
Mitochondria are crucial contributors to many metabolic pathways,
such as those leading to the anabolism of amino acids, hormones and
phospholipids. Whether these pathways are compromised by
alterations of mitochondrial structure and distribution is an open
question. Thus, we performed a targeted metabolic analysis using
the AbsoluteIDQ p180 kit (Biocrates, Innsbruck, Austria) to obtain
a global view of the effects of CLUH function on cell metabolism.
Metabolites, including acylcarnitines (n=40), amino acids (n=21),
biogenic amines (n=21), monosaccharides (n=1), sphingolipids
(n=15) and glycerophospholipids (n=90), were measured by mass
spectrometry (AB Sciex QTRAP 5500, Life Sciences SCIEX,
Villebon sur Yvette, France). Flow-injection analysis tandem mass
spectrometry (FIA-MS/MS) was used to quantify acylcarnitines,
glycerophospholipids, sphingolipids and sugar, whereas liquid
chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) allowed
the quantification of amino acids and biogenic amines. Cellular
extractions from ten independent flasks for both WT and KO cells
were used for this analysis, and the metabolite concentrations were
normalized with respect to protein cell extract concentrations.
Multivariate data analysis showed a significant (Q2cum=0.92)
separation between WT and CLUH-KO cells, as represented in an
orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA), a
supervized multiple regression analysis, score plot (Fig. 5A). The
volcano plot of the metabolites whose concentrations significantly
changed after knocking out of CLUH revealed an increase of
polar metabolites and a decrease of phospholipids in KO compared
to theWT cells (Fig. 5B). Indeed, the amount of non-essential amino
acids (Fig. 5C,D), carnosine (Fig. 5E) and palmitoylcarnitine
(Fig. 5F) were increased by two to three times in KO compared to in
the WT cells (Fig. 5C,D), with the polyamines, including spermine,
spermidine and putrescine (Fig. 5G), increased by 76%, 37% and
Fig. 4. KO cells shift their metabolism to glycolysis, with increased glucose dependency.Measurements of glucose (A) and of lactate (B) concentrations in
medium after 1, 2 and 4 days of cell culture. (C) Left panel, color shift from red to yellow of the medium after 24 h of culture of WT and KO cells, seeded at increasing
confluences.Right panel,ECARsmeasurementswith aSeahorsemachine.Results aremean±s.e.m. for four independent experiments. **P<0.005 (two-tailedpaired
t-test). (D)Representative real time images, using IncuCyte, aftermaintainingWTandCLUHKOcells for 3 dayswithout glucose. Scale bar: 150μm. (E)Quantification
(mean±s.e.m.; n=4) of cell growth using IncuCyte, during glucose starvation for 84 h. All the experiments were replicated four times in our laboratory.
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66%, respectively. Conversely, all lipids were less abundant in KO
cells, including phosphatidylcholine, lyso-phosphatidylcholine and
sphingomyelin, which were decreased by 70%, 32% and 64%,
respectively (Fig. 5H). These different metabolic signatures
highlight the profound changes in cell metabolism that result from
CLUH deficiency, and indicate the central role of CLUH in
orchestrating cellular metabolism. Because increased concentrations
in amino acid in KO cells could reflect a defective Krebs cycle, we
evaluated the respiration rates in permeabilized cells after supplying
different substrates of the Krebs cycle (Fig. 5I). We observed that in
the presence of pyruvate and malate, respiration rates were
significantly decreased in KO cells (Fig. 5I). Moreover, mass
spectrometry analysis revealed that KO cells consume less pyruvate
and produce less citrate than do WT cells (Fig. 5J). Next, we
observed that the addition of isocitrate failed to increase the
respiration rate in KO cells, while it did inWT cells (Fig. 5I). Similar
results were obtained after the sequential addition of glutamine,
α-ketoglutarate and succinate (Fig. 5I).
Finally, to evaluate the β-oxidation, we measured the respiration
rates in permeabilized cells after supplying carnitine, malate and
palmytoyl-CoA. Again, coupling and uncoupling respirations were
slower in KO cells compared to that seen in WT cells (Fig. 5K).
Taken together, these results indicate that in CLUH-KO cells, both
the Krebs cycle and the β-oxidation are defective, leading to a
profound remodeling of cellular metabolism.
DISCUSSION
In most eukaryotic cells, mitochondria appear as a reticulated
network spread out all over the cytoplasmic volume in order to
locally fulfill the energetic requirements. This strongly suggests that
in the eukaryote ancestor that preceded the branching of the present
eukaryote phyla, one of the main challenges in the generation of an
efficient mitochondrial network consisted of the elaboration of a
mechanism allowing proper mitochondrial distribution. In this
respect, CLUH, a highly evolutionary conserved protein throughout
the eukaryotic kingdom, is a key element, as its deletion leads to
mitochondrial clustering in all models so far considered. To gain
insights into CLUH functions, we generated a homozygous deletion
of CLUH in HeLa cells by using the CRISPR/Cas9 technique. The
data presented here confirmed that the absence of CLUH leads to
mitochondrial clustering in HeLa cells. However, importantly, our
results connect CLUH to altered mitochondrial ultrastructure,
translation, respiration and major changes in cellular metabolism.
We first identified a clear reduction of cell size and volume,
although no modification of the cytoskeleton was evident. This
observation parallels the fact that in the A. thaliana plant model,
deletion of FRIENDLY, the CLUH ortholog, leads to a global
reduction of leaf, root and branch sizes (El Zawily et al., 2014).
Similarly, knockout of clueless in Drosophila leads to sterile
adults with reduced size, and uncoordinated movements, abnormal
wing position and short life expectancy (Cox and Spradling,
2009).
As expected, observation of mitochondria in CLUH-KO cells
revealed clustered networks, but with heterogeneous mitochondria
displaying two phenotypes, one with a normal structure and dense
matrix, and onewith altered cristae structures and a light matrix. The
peculiar mitochondrial phenotype had already been observed in
adult muscles from the Drosophila clueless strain (Sen et al., 2015)
but was absent in COS7 cells in which CLUH expression was
silenced using siRNA (Gao et al., 2014), suggesting that stable
CLUH-KO clones trigger adaptation processes that are not set in
an acute model triggered by siRNA. The existence of two
mitochondrial populations in KO cells could be related to the
physical and functional interactions between CLUH and the PINK–
Parkin pathway, which promote the turnover of mitochondria to
eliminate any that are defective (Cox and Spradling, 2009; Sen et al.,
2015; Wang et al., 2016). Indeed, a cross-talk between CLUH and
mitophagy in Drosophila was found to be associated with the
degradation of the valosin-containing protein Mitofusin (Marf ),
in order to prevent the fusion between healthy and altered
mitochondria (Wang et al., 2016). This concept could support
why some thin connections between mitochondria are observed in
CLUH-KO cells, as already reported in the cluA– mutant of
Dictylostelium (Fields et al., 2002), which might result from aborted
fusion or defective fission. However, electron microscopy
observations did not reveal an increase in mitochondrial size,
excluding the possibility that there is a major modification of the
equilibrium between mitochondrial fusion and fission.
Recently, a Cluh knockout mouse was generated, and its
characterization showed the importance of CLUH in the regulation
of nuclear mRNAs encoding mitochondrial proteins, which are
required for metabolism reprogramming during nutriment
deprivation. Indeed, although the fetal development was normal in
Cluh-KOmouse, pups died at 0–1 days after birth, and liver analysis
at embryonic day (E)18.5, or at 8 weeks for a liver-specific CluhKO
mouse, revealed severe metabolic alterations under starvation
conditions (Schatton et al., 2017). Thus, both HeLa cells and mice
deleted for Cluh revealed clustered mitochondria and hyper-
sensitivity to glucose starvation. However, the worst mitochondrial
ultrastructure defects were observed only after nutriment deprivation
in the mouse model, suggesting that CLUH is important for specific
metabolic statuses. Our data extend these results by showing that
CLUH exerts a broader role in maintaining the whole cellular
metabolism, aswe foundmitochondrial defects and changes inmany
metabolites, even in normal growth conditions. Thus, both in vitro
and in vivo models revealed that CLUH has an essential role in the
coordination of the cellular metabolism.
In parallel, we find that CLUH-KO cells have a significant
proportion of mitochondriawith altered inner structures. This cristae
Fig. 5. CLUH deficiency modulates the cellular metabolic steady state.
(A) The orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA)
model comparing ten cultures of WT and CLUH KO cells shows a clear
distinction between the two groups. (B) Volcano plot showing the distribution
of the quantified metabolites. (C–H) Bar plots represent the mean±s.e.m.
(n=10) relative concentrations of the metabolites. (C) Alanine (Ala) and proline
(Pro); (D) serine (Ser), arginine (Arg), glutamine (Gln), lysine (Lys) and
aspartate (Asp); (E) carnosine; (F) palmitoylcarnitine; (G) putrescine,
spermidine and spermine; (H) phosphatidylcholine (PCae and PCaa), lyso-
phosphatidylcholine (Lyso-PC) and sphingomyelins (SM). *P<0.05 (two-tailed
paired t-test). (I) Respirations rates (mean±s.e.m., n=???; right panel) in
permeablized cells after supplying different substrates of Krebs cycles
sequentially, as indicated by numbers in the scheme (left panel). The added
substrates were: pyruvate and malate (1), isocitrate (2), glutamine (3),
α-ketoglutarate (4) and succinate (5). Rotenone, a complex I inhibitor, was
added at the end of the experiment (6). *P<0.05; ns, not significant (two-tailed
paired t-test). (J) Consumption of pyruvate and production of citrate in WT and
KO cells were measured (mean±s.e.m., n=4) using mass spectrometry
analysis. Metabolites were followed for 30 min in medium after stimulation of
the phosphorylating respiration to 50% of the maximal mitochondrial
respiratory rate (Vmax) in WT and KO cells. Pyruvate and citrate amounts
metabolized per minute were normalized to protein concentrations (mg).
*P<0.05 (two-tailed paired t-test). All the experiments were replicated four
times in our laboratory. (K) β-oxidation was investigated by following the
respirations rates in permeablized cells after supplying carnitine, malate and
palmytoyl-CoA (mean±s.e.m., n=4). All the experiments were replicated four
times in our laboratory.
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disorganization may be linked to the reduced abundance of the
respiratory complex subunits and their assembly into the
respirasome, and might explain why we found that the respiratory
complexes had reduced enzymatic activities and that there was an
increase in ROS production. Frequently, a decrease in the abundance
of the respiratory subunits and complex assembly is associated with
mtDNA depletion, which was found in the liver and heart of Cluh-
KO mice, but not in their kidney and brain tissues (Schatton et al.,
2017). In our cellular model, the mtDNA abundance remained
unaffected, but themitochondrial protein synthesis was significantly
reduced in the absence of CLUH, suggesting amajor alteration of the
mitochondrial translation process. Beside the importance of CLUH
on mRNA translation of nuclear-encoded mitochondrial proteins
(Gao et al., 2014; Sen and Cox, 2016), the evidence that PINK1 and
Parkin also control the mRNA translation of the respiratory chain
subunits at the outer mitochondrial membrane (Gehrke et al., 2015)
suggests that a concerted regulation of all the respiratory components
encoded by the nuclear and mitochondrial genomes can be achieved
by a crosstalk between CLUH and the PINK–Parkin pathway. Thus,
the decrease in the mitochondrial translation machinery in CLUH-
KO cells without mtDNA defects raises questions about both the
stability of mitochondrial mRNA and the regulation of specific
downstream effects on the mRNAs that are targeted by CLUH
(Schatton et al., 2017).
To further address the consequences of the absence of CLUH on
mitochondrial physiology, we characterized the energetic and
metabolic status of these KO cells. We first observed a metabolic
reprogramming, switching the energetic production from OXPHOS
to a predominant glycolysis process, and revealing a high
dependency on glucose fueling. In parallel, by using targeted
mass spectrometry, we found a drastic change in the metabolomics
signature. Multivariate analysis of our results showed that tehre was
a significant increase in polar metabolites, including the non-
essential amino acids, carnosine, palmitoylcarnitine and
polyamines, and a dramatic decrease in the amounts of some
lipids. The increase in carnosine (β-alanyl-L-histidine), which has
an antioxidant effect (Kohen et al., 1988), might protect cells from
the increased ROS production induced by the defective
mitochondria in KO cells. We also found an increase of many
amino acids, including alanine, glycine, serine, arginine, proline,
glutamine, glutamate and aspartate, as also reported by Schatton
et al. in the liver of E18.5 Cluh-KO embryo and in the serum of
Cluh-KO mice that had been starved for 8 weeks (Schatton et al.,
2017). This can be related to the dysfunction of the Krebs cycle, as
we observed decreased respiration rates when supplying different
substrates of the Krebs cycle. This could also be related to a reduced
anabolic status and protein synthesis, paralleling the reduction of the
cell size. Taken together, these results indicate that CLUH-KO cells
can not support normal respiration and are unable to supply the
Krebs cycle with its intermediates.
In addition, we observed an increase in the palmitoylcarnitine
level in CLUH-KO cells that might be due to a β-oxidation defect, as
the mitochondrial carnitine system is essential for oxidation of long-
chain fatty acids by catalyzing their transport into the mitochondrial
matrix. This result is in contradiction with that of Schatton et al.,
who reported a decrease of palmitoylcarnitine levels in liver lysates
of starved Cluh-KOmice at E18.5, although CPT2, the first enzyme
in the long fatty β-oxidation, which generates acyl-carnitines (Lee
et al., 2015), and HADHA, the enzyme required for the three last
steps of mitochondrial β-oxidation were decreased in the liver
tissues. To conciliate these opposite results, we propose that the
differences in the biological origins of the samples analyzed and
their energetic environment may explain this discrepancy in the
palmitoylcarnitine metabolism.
In addition, we found an increase in polyamines, such as
putrescine, spermidine and spermine, which may be an adaption to
allow survival of the CLUH-KO cells, as increased organic cations
can restore conditions supporting cellular growth and viability
(Nishimura et al., 2002; Pendeville et al., 2001). Finally, our
metabolomics analysis disclosed dramatic decreased amounts of
phospholipids in CLUH-KO cells, which could either be related to
the smaller cell size and a lower protein to lipid ratio, or to altered
mitochondrial metabolism of lipid precursors. These results could
further explain the 10–15% decrease in the body weight of the
Cluh-KO mice.
Taken together, our study shows that, through its crucial
involvement in mitochondrial distribution, CLUH is central to a
network of many functions related to mitochondrial quality control,
mitochondrial ultrastructure, respirasome synthesis, energy
production and metabolic pathways that maintain a sustainable
cellular homeostasis. Finally, how the different evolutionary
conserved domains of CLUH contribute to these multiple
functions remains a challenge to address in the future.
MATERIALS AND METHODS
Generation of CLUH-KO HeLa cells via CRISPR/Cas9
HeLawere obtained fromAmerican Type Culture Collection and cultured in
growth medium [Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM); Gibco]
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS;
ThermoFisher) and 1 mM of sodium pyruvate and glutamine
(ThermoFisher). Cells were verified by PCR and shown to be free of
contamination with mycoplasma. Plasmids pX330 encoding for Cas9 and
the guide-RNA targeting CLUH exon 4 (target site sequence: 5′-
GTCTTCACCGACGGCGACCTGGG-3′), were co-transfected with a
puromycin-resistant gene flanked by homology arms upstream and
downstream of the target site. Transfected cells were selected with
1 μg/ml puromycin at 72 h after initial transfection. Secondary screen by
western blotting was carried out in 23 colonies to identify clones with
different levels of CLUH expression. Three independent selected clones
showed undetectable level of CLUH (Fig. S1A and B). PCR with primers
upstream (forward primer, 5′-ATGTCCGAGACCTGCTCAAG-3′) and
downstream (reverse primer, 5′-GTCCATCTCCAAGCCCTTCT-3′) of the
target site confirmed the absence of the band in KO cells. For the exon 10
PCR, forward primer 5′-CGTCCGAGACCACTACA-3′ and reverse primer
5′-AGCAGAGCTCCACCTCCT-3′ were used. Clone 2 was used as
knockout clone in subsequent experiments.
qRT-PCR analysis
610 cells were harvested and suspended in 100 µl phosphate-buffered saline
(PBS), and total RNA was purified by using an RNeasy Mini Kit (cat no.
74104, Qiagen) according to the manufacturer’s protocol. 2 µg of RNAwere
reverse transcribed and qRT-PCRs were performed in triplicate in 96-well
reaction plates (Applied Biosystems). Each reaction (final volume 10 μl)
contained 100 ng of cDNA, 5 μl of Power SYBR-Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) and 0.5 μM of each forward and reverse primer. Two
sets of primers were designed to measure mRNA expression level of CLUH.
Primers sequences were: forward 1, 5′-GTGGAGCACAGGTACCTCCTC-
3′ and reverse 1, 5′-AGGGTCTGCTGTGCCGTC-3′; and forward 2, 5′-
CACACGGGGCTTTTACCTGAATC and reverse 2, 5′-CAATCCATGG
CATGCTCCGC-3′. GAPDH was used as the control.
Live-cell confocal imaging
HeLa cells were seeded at the density of 20,000 cells/well in four-well glass-
bottom µ-slides (80427, Ibidi) for 24 h; then mitochondria and nuclei were
stained using MitoTracker Green (ThermoFisher, M7514) and Hoechst
33342 (ThermoFisher) solutions at 100 nM, 30 min before confocal live-
cell imaging. To measure mitochondrial reactive oxygen species (ROS),
cells were stained withMitoSOX (ThermoFisher, M36008) at 5 µM, 30 min
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prior to imaging. All the images were captured using a Leica TCS SP8
confocal microscope with a 40×1.20 NA water objective lens (Leica
Microsystems) equipped with a GaAsP Hybrid detector (HyD), at 37°C. For
FACS analysis, MitoSOX at 5 µM was added for 1 h.
In order to standardize cell size, HeLa cells were seeded at the density of
60,000 cells on CYTOO chips with square or T micropatterns. Images were
acquired with the inverted widefield NIKON Ti-E microscope equipped
with an Andor NEO sCOMS camera controlled by NIS Element software.
Each image was obtained with a 100× oil objective (Nikon Plan Apo100×,
N.A. 1.45). On average, 21 image planes were taken along the z-axis at
0.2 µm increments. To limit mitochondrial movements, the images were
taken at a controlled temperature (25°C). Huygens software (Scientific
Volume Imaging) was used for deconvolution. The computational model of
the mitochondrial network was made using Imaris 8 Bitplane AG, Zurich,
Switzerland. The background of the raw fluorescence images was first
corrected using the same algorithm in Huygens Essential® software
(Scientiﬁc Volume Imaging, Hilversum, The Netherlands), which resulted
in intensity-coded images of the mitochondrial network. Imaris 8.0®
software was used for 3D processing and morphometric analysis. The colors
define mitochondrial connectivity, with purple referring to fragmented
mitochondria and red to extremely connected mitochondria.
Glucose starvation analysis using IncuCyte ZOOM
To assess cell viability in response to glucose starvation, we used the
IncuCyte ZOOM system in which the cell density and shape were observed
by photonic microscopy while cells were maintained under standard culture
conditions. HeLa cells were seeded at the density of 50,000 cells/well in a
24-well plate in regular medium (DMEM, 4.5 g/l glucose, 10% FBS, 1 mM
sodium pyruvate and 1 mM glutamine). After 24 h, the medium was
removed and cells were incubated in DMEM without glucose
supplemented with 10% FBS, 1 mM sodium pyruvate and 1 mM
glutamine. Real-time live-cell images were taken every 2 hours using
IncuCyte ZOOM. For analysis of cell viability, well confluence (%) was
automatically calculated during 84 h by using the Basic Analyzer
segmentation mask of the IncyCyte ZOOM software 2015A. Despite the
two filters used, cell area and eccentricity, the mask still recognized dead
cells, which explains why the density for KO cells remains close to 100%
at the end of the experiment.
Electron microscopy
HeLa cells were seeded at the density of 500,000 cells/well in a six-well
plate for 24 h and fixed in 4% formaldehyde, 2% glutaraldehyde and 0.1 M
cacodylate (pH 7.4) for 2 h at room temperature then post-fixed in 1%
osmium tetroxide for 1 h and stained in 0.5% uranyl acetate for another
hour. The samples were then dehydrated in a graded series of 35%, 50%,
70%, 100% ethanol and exchanged to propylene oxide. After infiltration at
1:1 propylene oxide and epoxy resin (Poly/Bed 812, Polysciences,
Warrington, PA) overnight, samples were embedded in 100% epoxy
resin. Polymerization of resin was performed for 3 days at 55°C. Thin
sections of 70–90 nm were cut with an ultramicrotome (Leica EM UC6,
Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL), stained with uranyl acetate and
lead citrate, lightly carbon coated, and imaged in a Hitachi 7650 or 7600
transmission electron microscope (Hitachi High Technologies America,
Gaithersburg, MD). Images were taken with a 2k×2k AMT digital camera
(Advanced Microscopy Techniques, Woburn, MA).
Western blotting
HeLa cells were cultured for 24 h in 25 cm2 flasks. Protein lysates were
prepared using RIPA buffer supplemented with 1× protease inhibitor
cocktail (Roche), subjected to SDS-PAGE and transferred onto PVDF
membranes (Amersham Hybond 0.45 µm PVDF). The membranes were
blocked for 1 h with 5% milk in Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20
(TBST), then were incubated overnight with the following primary
antibodies at 1:5000 dilution: rabbit polyclonal eIF3X (CLUH) antibody
(Novus Biologicals, NB100-93306), total OXPHOS Human WB antibody
cocktail (Abcam, ab110411), mouse monoclonal α-tubulin antibody (Sigma
Aldrich, T9026) and anti-VDAC1 antibody (Abcam, ab14734). The
antibodies used for mitochondrial translation machinery (dilution of
1:5000) were against ERAL1 (Proteintech 11478-1-AP), MRPL44
(genetex GTX121263), MRPL13 (Proteintech 16241-1-AP), TUFM
(Abnova H00007284-B01P), EFG1 (abcam ab204338), MRPS27
(Proteintech 17280-1-AP) and MRPS17 (Proteintech 18881-1-AP),
After washing in TBST, the membranes were incubated with horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-mouse-IgG or anti-rabbit-IgG
(1:10000 dilution) (GE Healthcare) for 1 h and then washed with TBST.
Bands on immunoblots were detected by using SuperSignal West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (11859290, Pierce).
Mitochondrial extraction and BN-PAGE
HeLa cells were cultured in 75 cm2 flasks. 710 cells were harvested and
suspended in 100 µl PBS. 100 µl of 4 mg/ml digitonine diluted in PBS was
added, and cells were incubated for 10 min at 4°C under agitation. The mixture
was washed twice with 1 ml PBS and mitochondria were harvested by
centrifugation at 10,000 g for 10 min at 4°C. The mitochondrial pellet was
suspended in AC/BT buffer (1.5 M amino-caproic acid and 75 mMbis-Tris, pH
7) for an approximate final protein concentration of 10 mg/ml. 25 µg of
mitochondrial proteins were suspended in AC/BT buffer for a final volume of
25 µl, and 75 µg laurylmaltoside was added to samples, which were then
incubated under agitation for 10 min at 4°C. Samples were centrifuged at
20,000 g for 20 min at 4°C and supernatants were submitted to BN-PAGE in
3–12% gels. The proteins were then transferred onto PVDF membrane. The
membranewas blocked for 1 hwith 5%milk in TBST. Then, themembranewas
blotted with the following antibodies at 1:1000 dilution: anti-NDUFS2 antibody
(Abcam, ab110249), anti-UQCRC2 antibody (Abcam, ab14745), anti-MTCO1
antibody (Abcam, ab14705), anti-SDHA antibody (Abcam, ab14715) and anti-
OXPHOS complex V subunit (Invitrogen, 12005645). The quantification of the
different respiratory complexes was performed with Image J.
Mitochondrial enzymatic activities
The activities of the mitochondrial OXPHOS complexes and citrate
synthase (CS) were measured in WT and CLUH-KO mitochondrial-
enriched fractions at 37°C with a UVmc2 spectrophotometer (SAFAS,
Monaco). Activities of the succinate ubiquinone reductase (complex II),
ubiquinol cytochrome c reductase (complex III), cytochrome c oxidase
(complex IV) and citrate synthase (CS) were measured according to standard
methods (Medja et al., 2009). Complex I activity was measured as described
by Desquiret-Dumas et al. (2013) and FoF1-ATPase activity (complex V)
was determined according to Rustin et al. (1994).
Quantification of mtDNA copy number
For mtDNA quantification, total DNAwas isolated fromWTandCLUHKO
HeLa cells by using a DNeasy Blood and tissues kit (Qiagen). qRT-PCRs
were performed in triplicate in 96-well reaction plates (Applied Biosystems).
Each reaction (final volume 10 µl) contained 25 ng DNA, 5 µl of Power
SYBR-Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) and 0.5 µM of each
forward and reverse primer. ND1, mitochondrial encoded gene, was
amplified and β2microglobulin (β2 m), nuclear encoded gene, was used as a
normalizing control. Primers were: ND1-F, 5′-AAGTCACCCTAGCCATC
ATTCTAC-3′ and ND1-R, GCAGGAGTAATCAGAGGTGTTCTT-3′;
and β2m-F, 5′-TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT-3′ and β2m-R, 5′-
TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT-3′.
mtDNA recovery after ethidium bromide-mediated depletion
WT and CLUH KO HeLa cells were seeded in six-well plates at 20%
confluence. After 24 h, cells were incubated with or without 0.1 µg/ml
ethidium bromide. After 3 days, cells were washed three times with 2 ml of
medium without ethidium bromide. After washing, cells were incubated in
medium without ethidium bromide and mtDNAwas quantified as described
below after 2, 4, 6 and 8 days of recovery.
mtDNA damage
mtDNA damage was quantified by long-range PCR to assess mtDNA
deletions. One very long fragment PCR, covering thewholemtDNAgenome
and two long fragments PCR, designed to cover the whole mtDNA genome,
were amplified. PCR products were analyzed by agarose gel electrophoresis
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on 0.8% gels. Primer set 1 (forward ND5 to reverse COX1; forward,
5′-TACGTTGTAGCCCACTTCCACT-3′ and reverse: 5′-GCCCGATGTG
TAGGAAGAG-3′) and primer set 3 (forward COX1 and reverse ND5;
forward, 5′-AACTTCGGCTCACTCCTTGG-3′ and reverse, 5′-AGTAA
CGTCGGGGCATTCCG-3′). Primer set 2 (forward, 5′-GGCACCCCTC
TGACATCC-3′ and reverse: 5′-TAGGTTTGAGGGGGAATGCT-3′)
covers the whole mtDNA on one very long PCR product.
ECAR measurement by using a Seahorse machine
WT and CLUH-KO cells were plated on an XF96 plate (Seahorse
Biosciences) at 5000 and 20,000 cells/well and incubated for 24 h. ECAR
was measured by using the XF96 Extracellular Flux Analyser according to
the suggested protocols provided by Seahorse Bioscience.
Krebs cycle analysis
Oxygraphic analyses were performed at 37°C on a high-resolution oxygraph
(Oroboros, Innsbruck, Austria) as described previously (Desquiret-Dumas
et al., 2013). Briefly, cells were permeabilized using digitonin at 20 μg for 106
cells, then after washing in respiratory buffer, 3×106 permeabilized cells were
placed in 2 ml respiratory buffer in an oxygraphic chamber. Respiration rates
were measured on cells after adding substrates or inhibitors.
Measurement of pyruvate consumption and citrate production:
Pyruvate (2.5 mM) and malate (5 mM) were added in the oxygraphic
chamber, and a 1 ml aliquot was immediately removed for acid organic
analysis. At 5 min after substrate additions, a sub-saturating ADP
concentration (0.5 mM) was added, which allowed a stimulation of
phosphorylating respiration at nearly 50% of the maximal mitochondrial
respiratory rate (Vmax) in control cells. Precisely 30 min after ADP addition,
a new 1 ml aliquot was taken from the oxygraphic chambers for the acid
organic analysis. Oxygen consumption was controlled during all the
experiment. For both aliquots, 200 µl of 7% perchloric acid was added to
quench the reactions. After 10 s of stirring, the aliquots were immediately
frozen in liquid nitrogen and thawed at 37°C to lyse mitochondria. Then,
tubes were centrifuged for at 20,000 g for 5 min at 4°C. The pellet was used
for protein concentration and the supernatant was conserved at −80°C until
analysis. The metabolites were extracted by ethyl acetate, evaporated,
silylated and injected in a gas chromatography (GC) mass
spectrophotometer (GCMS-2010C, Shimadzu). Peaks were identified and
quantified using GC solution software (Shimadzu) with an existing library.
Measurement of respiration after adding Krebs cycle substrates
Respirations rates were measured on permeabilized cells after adding
sequentially: (1) 2.5 mM pyruvate and 5 mM malate (M+P); (2) 5 mM
isocitrate (M+P+I); (3) 5 mM glutamate (M+P+I+G); (4) 5 mM α-
ketoglutarate (M+P+I+G+KG); (5) 10 mM succinate (M+P+I+G+KG+S);
and (6) 5 µMrotenone (M+P+I+G+KG+S+R) to inhibit complex I activityand
thusdetermining themaximal complex II-linked respiration.All the respiration
rate measurements were conducted at saturating ADP concentration (1 mM
ADP) to induce the maximal phosphorylating respiration.
β-oxidation was investigated by following the respirations rates in 6×106
permeablized cells after supplying 1 mM carnitine, 5 mM malate and
100 µM palmytoyl-CoA.
Mitochondrial protein synthesis
The labeling of newly translated mitochondrial proteins was performed as
described previously (Chomyn, 1996). Briefly, cells were seeded in six-well
plates and treated with 100 µg/ml emetine for 20 min to inhibit cytosolic
protein synthesis. [35S]methionine was then added to the cells and incubated
for 45 min. Cells were then collected and lysed, and 25 µg proteins were
separated by SDS-PAGE. Gels were stained with Coomassie Blue, dried and
exposed to phosphor plates for 72 h. The 35S signal was read by using a
TyphoonTM Phosphorimager (GE Healthcare).
Metabolite extraction
WT and CLUH-KO HeLa cells were cultured in ten different 75 cm2 flasks.
When 70% confluence was obtained, the culture medium was removed and
cells were harvested by trypsination and washed twice in a cold 1× PBS
solution with 10% fetal bovine serum (ThermoFisher). After centrifugation
(300 g for 5 min at 4°C), the supernatantwas eliminated and the cell pelletwas
dissolved in 100 µl of a cold 1× PBS solution. 50 μl was used for determining
protein dosage, and the remaining 50 µl (∼2×106 cells) was used for the
extraction of metabolites. The metabolic quenching was completed by adding
100 µl of a cold ethanol and 1× PBS mixture (85:15, v/v) to the cell pellet
obtained after a second run of centrifugation (300 g for 5 min at 4°C) and
elimination of the supernatant.After vortexing, themixturewas transferred to a
0.5 ml homogenizer tube prefilled with ceramic beads. Cell lysis and protein
extraction was achieved in a Precellys®24 homogenizer (Bertin Corp.,
Rockville,MD) by two cycles of grinding (40 s at 6500 rpm, followed by 30 s
at 6000 rpm) at 4°C.The resultinghomogenatewas centrifuged at 20,000 g for
10 min at 4°C and the supernatant was stored at −80°C until analysis. We
applied a targeted, quantitativemetabolomic approach to the cell extracts using
the Biocrates AbsoluteIDQ p180 kit (Biocrates Life sciences AG, Innsbruck,
Austria). This kit, in combination with a AB Sciex QTRAP 5500 (Life
Sciences SCIEX, Villebon sur Yvette, France) mass spectrometer, enables
quantification of up to 188 different endogenous molecules, including
acylcarnitines, amino acids, biogenic amines, glycerophospholipids,
sphingolipids and sugar. Samples were prepared according to the Biocrates
Kit user manual. After validation of the three levels of quality controls (QCs)
used in the kit, the metabolite concentrations were normalized with respect to
protein cell extract concentrations.
Metabolomics data analysis
Orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA), a
supervized method of pattern recognition, was further used to maximize
the variations between groups and to determine the contributing variables.
The quality of models was validated by determining two parameters: R²
(goodness of fit) and Q² cumulated (goodness of prediction). In the model
with the best predictive capabilities, variables were selected on the basis of
the variable importance in the projection (VIP) and loading values. VIP
values summarize the importance of each variable for the OPLS-DA
model, whereas loading values summarize the importance of each X
variable in approaching the variance of X captured by the latent variable.
Variables with a VIP value greater than 1 are considered important for
group discrimination in predictive models. Plotting VIP versus loading
values – to make a so-called ‘volcano’ plot – allows the selection of
important variables in PLS models. Multivariate data analysis was
conducted by using the SIMCA-P software 13.0 (Umetrics, Umea˙,
Sweden).
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Résultats et discussion 
 
La caractérisation de notre modèle HeLa KO CLUH confirme la présence du clustering 
mitochondrial, et l’associe à une diminution de la taille cellulaire, ainsi qu’à une réduction 
quantitative des complexes de la chaîne respiratoire, excepté le complexe II. Comme ce 
dernier est codé complètement par le génome nucléaire, nous avons suspecté un défaut du 
génome mitochondrial ou de sa traduction, affectant ainsi la formation des complexes codés 
par le génome nucléaire et mitochondrial. La qualité et la quantité de l’ADNmt étant intactes, 
nous avons évalué la traduction mitochondriale qui s’est avérée déficiente dans le modèle 
KO. Normalement, les défauts énergétiques de la phosphorylation oxydative sont liés à une 
dépendance au glucose. Bien évidemment, le métabolisme énergétique des cellules KO est 
réorienté vers la glycolyse et les cellules sont hypersensibles à l’absence du glucose. De plus, 
la dysfonction mitochondriale est accompagnée de l’altération de la structure des 
mitochondries, qui sont soit à matrice claire et aux crêtes désorganisées, soit petites à matrice 
dense et avec de multiples crêtes. Finalement, l’étude du profil métabolique des cellules KO 
montre une augmentation des acides aminés marquant une altération du cycle de Krebs, une 
augmentation de la palmitoylcarnitine indiquant une déficience de la β-oxydation des acides 
gras, une augmentation des polyamines indicative d’un compromis de la survie cellulaire, 
ainsi qu’une diminution drastique des phosphatidylcholines et des sphingomyélines 
concordante avec la réduction de la taille cellulaire. Nos résultats lient, pour la première fois, 
la perturbation de la distribution mitochondriale par déplétion de CLUH, à une altération 
structurale des mitochondries, à des défauts de la fonction respiratoire et de la traduction 
mitochondriale, et à un remaniement profond du métabolisme cellulaire. 
 
La délétion de CLUH provoque une réduction drastique de la taille des cellules HeLa 
et des organismes mutants 
 
La diminution de la taille cellulaire des HeLa est parallèle aux observations reportées chez 
d’autres organismes. La délétion de friendly chez Arabidospis, provoque une diminution de la 
taille des feuilles et des racines (El Zawily et al., 2014). De même, la mutation de Clueless 
chez la drosophile aboutit à de petits animaux, stériles, incapables de voler et ayant un défaut 
de coordination motrice (Cox and Spradling, 2009). Plus récemment, Schatton et al. ont 
montré que les souris KO Cluh pèsent 15% de moins que les WT. Ces souris ont un 
développement embryogénique normal, sont vivantes après une césarienne au jour E18.5, 
mais meurent peu après leur naissance physiologique (Schatton et al., 2017). Comme les 
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souris mutantes respirent normalement, les auteurs ont soupçonné une altération métabolique 
délétère. En effet, la taille et la croissance cellulaire sont déterminées par l’équilibre entre 
l’accumulation et la perte des macromolécules, en l’occurrence les protéines et les lipides. 
Ainsi, nous pouvons lier la diminution de la taille cellulaire à l’augmentation du catabolisme 
ou à la réduction de l’anabolisme. Dans ce sens, des défauts métaboliques majeurs sont 
prédits à la fois chez nos cellules HeLa KO CLUH et chez la souris mutante Cluh. 
 
L’altération de la fonction mitochondriale dans le modèle KO CLUH est couplée à 
une réorientation du métabolisme vers la glycolyse : effet de Warburg 
 
La mutation des enzymes clés du cycle de Krebs ; la succinate déshydrogénase (Baysal et 
al., 2002; Baysal, 2007), la fumarate hydratase (Tomlinson et al., 2002) et l’isocitrate 
déshydrogénase (Amary et al., 2011; Figueroa et al., 2010), lie la dysfonction mitochondriale 
à la tumorigenèse. Dans notre étude, nous démontrons une altération profonde de la 
phosphorylation oxydative et du cycle de Krebs. Dans cette perspective, nous avons analysé 
l’état du métabolisme énergétique qui s’est avéré de dépendre essentiellement de la glycolyse 
aérobie, pour la production de l’ATP. Cet effet appelé effet de Warburg, est une particularité 
métabolique fondamentale des cellules cancéreuses. De ce fait, nous suspectons une 
implication de CLUH dans le cancer. En outre, la consommation accrue de glucose chez les 
cellules KO CLUH nous a poussé à étudier le niveau d’expression du transporteur de glucose 
GLUT1. Bien évidemment, une augmentation de ce transporteur a été établie chez les cellules 
KO, permettant d’utiliser le glucose plus rapidement, et donc leur donnant un avantage de 
prolifération par rapport à des cellules normales (figure 18). 
 
Figure 18. La mutation de CLUH entraîne l’augmentation de GLUT1 : image de WB 
représentant CLUH, GLUT1 et p84 comme contôle de charge. 
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Conformément à nos résultats, le modèle de la souris mutante Cluh montre également une 
augmentation de la glycolyse, un défaut métabolique grave provoquant une hypoglycémie 
sévère à la naissance, probablement responsable de leur mort.  
 
La délétion de CLUH remanie le métabolisme cellulaire  
 
L’analyse métabolomique des cellules KO CLUH a révélé une augmentation des acides 
aminés laissant augurer une diminution de la synthèse protéique, ou un blocage du cycle de 
Krebs, menant à l’accumulation des acides aminés qui peuvent l’alimenter. Durant les 
mesures d’oxygraphie sur cellules perméabilisées, la supplémentation des cellules KO avec 
les différents intermédiaires du cycle de Krebs, montre que son blocage survient au niveau de 
l’étape précoce de la formation du citrate, le premier composé du cycle. En effet, les cellules 
KO consomment moins de pyruvate et produisent moins de citrate que les cellules WT. Nous 
proposons que le blocage du cycle de Krebs chez les KO soit dû à l’augmentation du taux en 
NADH, faute de son oxydation par la chaîne respiratoire. Par ailleurs, l’inhibition du 
complexe I par la roténone nous a permis d’étudier la part du complexe II dans le cycle de 
Krebs. La consommation en oxygène est comparable entre les WT et les KO après ajout de 
roténone. Ceci démontre que le complexe II n’est pas défectueux chez les KO, observation 
validée également par l’absence de la réduction quantitative du complexe. Tout comme la 
glycolyse, l’augmentation du ratio NADH/NAD+ est décrite dans des tumeurs mammaires 
métastatiques, et est couplée à l’augmentation de la masse tumorale (Santidrian et al., 2013). 
Comme on suspecte l’augmentation de ce ratio chez les KO, une investigation du lien entre 
CLUH et le cancer s’impose. 
De façon comparable à nos résultats, Schatton et al. ont observé l’augmentation de 
nombreux acides aminés dans le foie des souris KO Cluh au jour E18.5, ainsi que dans le 
sérum des souris présentant un KO de CLUH spécifiquement dans le foie, et après une longue 
période de jeûne (Schatton et al., 2017). Ainsi, notre modèle cellulaire et le modèle murin KO 
CLUH, présentent une incapacité à utiliser les acides aminés, pour la production d’énergie.  
 
Dans un deuxième temps, nous avons observé une augmentation de la palmitoylcarnitine 
dans les cellules HeLa KO, suggérant un blocage de la β-oxydation des acides gras. En effet, 
le système carnitine mitochondrial est essentiel à la β-oxydation des acides gras à chaîne 
longue, en promouvant leur transport dans la matrice mitochondriale. Comme la dégradation 
des acides gras est inhibée dans les cellules KO, leur synthèse devrait également être inhibée. 
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Cette hypothèse est confirmée par la diminution drastique des phosphatidylcholines et des 
sphingomyélines chez les KO, composants essentiels des membranes, pouvant ainsi expliquer 
la diminution de la taille cellulaire. En outre, l’altération du métabolisme mitochondrial 
pourrait être responsable de la diminution quantitative des lipides. En effet, le citrate qui 
constitue un élément clé dans la voie de synthèse des acides gras, est diminué chez les KO. 
Afin de tester la sensibilité des cellules KO à un inhibiteur de la synthèse lipidique, nous 
avons traité les cellules par la fatostatine. La fatostatine empêche l’activation des SREBP 
(Sterol Regulatory Element Binding Proteins) et diminue donc la transcription des gènes 
responsables de la synthèse du cholestérol et des acides gras (Kamisuki et al., 2009). Nos 
résultats montrent que les cellules KO sont plus sensibles à cet inhibiteur (figure 19) 
conformant ainsi les résultats précédents. 
 
Figure 19. Viabilité des cellules WT et KO suite au traitement par la fatostatine : les 
cellules WT et KO ont été traitées pendant 3 jours par la fatostatine, à des concentrations 
croissantes allant de 0 à 40 µM (n=5). La viabilité cellulaire a été mesurée par le réactif 
PrestoBlue. 
 
Dans un troisième temps, nous avons observé une augmentation des 
polyamines (spermine, spermidine et putrescine) chez les cellules KO. Les polyamines sont 
des composés qui jouent un rôle dans le cycle cellulaire et dans la protection contre le stress. 
Leur augmentation dans notre modèle KO reflète probablement une adaptation des cellules 
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KO à une meilleure survie cellulaire (Nishimura et al., 2002; Pendeville et al., 2001). De 
façon intéressante, des niveaux augmentés de polyamines sont associés aux cancers du sein, 
des poumons, du colon, de la prostate et de la peau (Casero and Marton, 2007; Gerner and 
Meyskens, 2004).  
 
Comparaison du métabolisme cellulaire entre le modèle HeLa KO CLUH et le 
modèle murin KO Cluh 
 
Le modèle de souris KO Cluh généré a mis en évidence l’implication de Cluh dans la 
régulation des ARNm nucléaires codant des protéines mitochondriales, indispensable à la 
reprogrammation du métabolisme au cours d’un stress alimentaire. Les souris KO Cluh 
meurent peu après la naissance laissant suspecter un défaut métabolique. En effet, à la 
naissance les souris ne peuvent plus utiliser le glucose maternel et sont obligées de réorienter 
leur métabolisme vers la phosphorylation oxydative, qui convient plus à une alimentation 
riche en acides gras, en l’occurrence le lait maternel.  Ceci suggère que les souris KO ne sont 
pas capables de faire la transition entre le métabolisme glycolytique in utero et la 
phosphorylation oxydative qui se déclenche après la naissance, ce que nous confirmons au 
niveau cellulaire, en montrant que les cellules HeLa KO présentent une hypersensibilité à la 
restriction en glucose. De plus, Schatton et al. ont observé des altérations métaboliques 
sévères chez les souris KO au jour E18.5. Cependant, chez les souris présentant un KO de 
Cluh spécifiquement dans le foie, les altérations métaboliques ainsi que les anomalies 
structurales des mitochondries ne sont observées qu’après un jeûne prolongé. Ainsi, Schatton 
et al. mettent en évidence une fonction de CLUH dans un contexte particulier de stress 
alimentaire, tel que la privation de nourriture et le jeûne post-natal, alors que nos données 
suggèrent que CLUH est nécessaire à l’homéostasie mitochondriale et le maintien du 
métabolisme cellulaire, physiologiquement en absence de tout stress.  
  
Conclusion et perspectives 
 
Nos résultats montrent pour la première fois, que la fonction cruciale de CLUH dans la 
distribution mitochondriale, est inéluctablement liée à la structure, la qualité et la traduction 
mitochondriale, à la fonction de la chaîne de la phosphorylation oxydative, et surtout au 
métabolisme énergétique et l’homéostasie cellulaire, ce qui peut expliquer la diminution de la 
taille cellulaire. Une des voies majeures du contrôle de la croissance cellulaire, c’est la voie 
PI3K/AKT/mTORC1, avec mTORC1 comme facteur central à la régulation de ces 
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mécanismes. En effet, mTORC1 intègre des signaux affectant la croissance cellulaire, la 
synthèse lipidique et protéique, l’état énergétique, la respiration et la biogenèse 
mitochondriale. Comme tous ces paramètres sont perturbés dans notre modèle, une étude du 
lien entre CLUH et la voie PI3K/AKT/mTORC1 constituerait une des prochaines 
prospectives de recherche.  
 
Par ailleurs, de nombreuses caractéristiques du cancer sont accentuées chez les cellules 
KO CLUH, entre autre la glycolyse et l’augmentation des polyamines. De plus, CLUH 
interagit avec la protéine SPAG5 (sperm-associated antigen 5) (Gao, 2015), qui est un 
composant essentiel du fuseau mitotique et qui intervient dans l’alignement et la ségrégation 
correcte des chromosomes pour la progression du cycle cellulaire (Gruber et al., 2002; Mack 
and Compton, 2001). La surexpression de SPAG5 a été reportée dans les cancers mammaires 
et cervicaux de mauvais pronostic (Abdel-Fatah et al., 2016; Yuan et al., 2014). Dans ce sens, 
une étude de l’implication potentielle de CLUH dans le cancer, en suivant les taux 
d’expression de P53 et c-MYC chez les cellules KO, semble nécessaire. En effet, la 
régulation de la glycolyse et de la phosphorylation oxydative dépend des niveaux 
d’expression de P53 et c-MYC, qui jouent un rôle important dans le contrôle tumoral.  
 
A cette fin, nous avons également créé un modèle KO de CLUH dans les cellules de 
glioblastome SNB-75, et montré qu’elles présentent les mêmes défauts des complexes de la 
chaîne respiratoire (annexes figures S1 et S2). Contrairement aux cellules HeLa, la lignée 
SNB-75 est capable de proliférer in vivo chez les souris nude après injection sous-cutanée, ce 
qui nous permettrait de comparer l’évolution des tumeurs en présence ou en absence de 
CLUH.  
 
Finalement, bien que l’effet de CLUH sur le clustering mitochondrial soit bien établi, la 
contribution des différents domaines conservés de la protéine dans cette fonction n’est 
toujours pas étudiée. Ainsi, une étude de la relation structure/fonction de CLUH s’imposait.  
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Introduction 
 
Comme nous l’avons évoqué précédemment dans l’introduction, CLUH dans sa totalité est 
un acteur essentiel de la distribution mitochondriale. Cependant, le mécanisme moléculaire 
avec lequel CLUH exerce cette fonction reste mal connu. Plusieurs domaines conservés dans 
la séquence de CLUH ont été reportés dernièrement (une présentation plus exhaustive des 
domaines est présente dans le chapitre Introduction, partie III.2. « Les différents domaines 
composant CLUH », p.43). A l’exception des deux domaines TPR et GSKIP, la fonction des 
autres domaines de CLUH reste ambiguë, voire inconnue. De plus, le fait que les domaines 
Clu-N et Clu-central soient spécifiques aux protéines de type CLUH, suggère qu’ils 
possèdent une fonction très particulière non encore identifiée. Il est clair que la structure 
multi-domaine de la protéine CLUH lui attribue des fonctions diverses, dont la plus 
importante reste la répartition mitochondriale. Dans ce sens, nous avons réalisé une étude 
structure/fonction afin d’éclaircir le mécanisme d’action des différents domaines de CLUH 
sur la distribution mitochondriale. Une étude de prédiction des domaines fonctionnels in 
silico, nous a permis d’identifier cinq domaines conservés au sein des séquences de tous les 
orthologues de CLUH. Afin de tester le rôle de ces domaines, nous avons construit des 
plasmides codant pour diverses protéines tronquées de CLUH, comprenant les différents 
domaines et combinaisons de domaines, que avons ensuite exprimés dans les cellules HeLa 
KO CLUH et WT pour étudier : 
 
- l’effet sur l’agrégation mitochondriale à la fois chez les cellules WT et KO,  
- le pattern d’expression des protéines tronquées et leur capacité à former des particules 
- la localisation cellulaire des protéines tronquées et leur interaction avec les 
mitochondries 
- la capacité de CLUH à s’oligomériser  
 
Nous tentons d’apporter des réponses à ces questions dans l’article ci-après :  
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ABSTRACT  
CLU is an evolutionary conserved gene required for proper mitochondrial distribution, as CLU 
deficiency induces mitochondrial clustering in all models so far analysed. Human CLU (CLUH) 
produces a single annotated transcript encoding a 1309 amino acids (aa) protein with two 
described conserved domains, the tetra-trico-peptide repeats (TPR) domain (TPR974-1189) 
involved in protein-protein interactions, and the Clu domain (C356-577) without known function. 
In this study, we identified two further conserved domains: Clu-N (CN64-139) and Clu-central 
(CC769-948). Interestingly, we show that expression of truncated CLUH protein that lacks either 
the CN or TPR domains, or both, confers dominant-negative effects. Indeed, expression of the 
first 948 residues of CLUH including all Clu domain (CN-C-CC1-948) or of the combined C-
CC356-948 domains, induces mitochondrial clustering, which is also the specific phenotype of 
CLUH loss-of-function. This dominant negative effect is most probably due to a negative 
interference of CLUH with the truncated form, as we show that CLUH physiologically forms 
tetramers and octamers. We further show that CLUH localizes close to the mitochondrial 
network at fission points. Taken together, our results show that combined C-CC356-948 domains 
are capable of interfering and inhibiting CLUH function and suggest a potential role of CLUH in 
mitochondrial fission.  
 
  
INTRODUCTION 
 
Mitochondrial transport and dynamics are required to integrate mitochondrial functions 
throughout the cytoplasm in order to provide energy and to interact with other compartments, 
such as the endoplasmic reticulum and the cytoskeleton (1-3). Consequently, tight control of 
mitochondrial morphology and distribution within the cytosol is required for cell homeostasis 
(4). Mechanistically, the mitochondrial network dynamic and physiology are maintained by two 
pairs of opposing activities i) fission and fusion on one hand (5), and ii) mitophagy and 
mitogenesis on the other (6), in concert with the movements on the cytoskeleton (7). Perturbation 
of these mechanisms trigger mitochondrial dysfunction, which often leads to numerous 
pathologies, including neurological disorders (8). 
 
The CluA protein was first identified in the slime mold Dictyostelium discoideum as a novel 
factor required for the proper distribution of mitochondria within the cells (9). Indeed, in cluA
-
 
mutants, mitochondria aggregate into a single cluster (9). A similar clustering was observed in 
Saccharomyces cerevisiae clu1 mutant (10,11) in Arabidopsis friendly (fmt) mutant (12,13), in 
the Drosophila clueless mutant (14), in mouse embryonic fibroblasts Cluh knock-out (15) and in 
human CLUH (KIAA0664) mutant cells (15). In addition, knock-out of clueless induces 
mitochondrial mislocalization in Drosophila larvae neuroblasts (16), leading to small sterile 
adults with uncoordinated movements, abnormal wing position, and short life expectancy (3 to 7 
days) (14). In plants, friendly knockout leads to smaller plants with rounded leaves, shorter roots 
and increased cell death (13).  
 
In all organisms so far studied, CLU is diffusely located in the cytosol and forms discrete foci 
(13,14,16,17) that associate with mitochondria (15). In Drosophila, Clueless has been shown to 
interact genetically and physically with Parkin, which regulates the clearance of damaged 
mitochondria (14).  In addition, CLUH is co-regulated with nuclear genes encoding 
mitochondrial proteins and with genes involved in the biogenesis of cytosolic ribosomes and 
mRNA translation (15). In Drosophila, Clueless has been further implicated in mitochondrial 
independent processes. For example, Clueless acts in concert with dGRASP to help prevent ER 
stress and to maintain the correct functional organisation of the perinuclear secretory pathway 
(18). In addition, Clu has been shown to be a regulator of the atypical Protein Kinase C and clu 
mutants have mislocalised Mira and Numb during neuroblast division of the Drosophila larvae 
(17). Despite the clearly important role of Clu in cellular homeostasis, nothing is known about 
the respective contribution of the different CLUH conserved domains to its function. The human 
CLUH and its eukaryote orthologs were shown to include two highly conserved domains: TPR 
and Clu (9,14,19). Sen et al reported recently that beside Clu and TPR domains, Clueless protein 
sequence contains three further domains called ms, β-GF and DUF727 domain. Ms domain is 
missing in CLUH and both ms and β-GF domains are missing in Saccharomyces cerevisiae 
CLU1 (19). Sen et al investigated the ability of truncated Clu proteins to reverse the 
mitochondrial clustering in Clu-silenced S2R+ cells. According to their findings, the Clu and the 
TPR domains are required for Clu function and the TPR domain is responsible for mRNA 
binding (19). Found in all kingdoms of life, TPR domains contain multiple repeats of a 
degenerate 34-amino acid sequence and function in protein-protein interactions through the 
formation of protein scaffolds (20). In contrast, the Clu domain is present in few proteins beyond 
those containing the typical Nter-CLU-TPR conserved structure. As aforementioned, Sen et al 
showed that expression of truncated proteins missing either the Clu or the TPR domain failed to 
rescue clu mutants (19). However, a comprehensive structure-function analysis of the CLU 
protein has not been performed and thus it is not known which domains are important for its 
cellular function, more specifically which domains are involved in regulating mitochondrial 
distribution and/or which domains are implicated in the association of the protein with 
mitochondria. To address these questions, we have investigated the determinants of human 
CLUH functions on mitochondria, by dissecting the effects of isolated or combined CLUH 
domains on mitochondrial distribution. Here, we identified the molecular determinants that are 
responsible for the mitochondrial clustering, which is also the characteristic phenotype of CLUH 
loss-of-function. 
 
  
RESULTS 
Identification and annotation of CLUH sequence domains 
The human CLUH produces a single annotated transcript, KIAA0664, encoding a multi-domain 
(14,19) protein of 1309 amino acids (aa) (Fig. 1A). In silico prediction of functional domains was 
performed combining annotations from NCBI conserved domain (21), InterProScan (22) and 
Pfam (23) (Fig. 1A). The exact amino acid positions of each domain were confirmed by a 
multiple global alignment (SI-Fig. 1) including human CLUH and its orthologues; Dictystelium 
discoideum (Clu-A), Saccharomyces cerevisiae (CLU1), Arabidopsis thaliana (FRIENDLY), 
Drosophila melanogaster (Clueless) and Caenorhabditis elegans Clu-1. Combining these 
approaches, we identified five highly conserved domains within CLUH orthologue sequences: (i) 
the Clu-N domain (aa 64-139, CN64-139) known as β-GF in Drosophila; (ii) the GSK3-beta 
interaction protein (GSKIP) domain (aa 175-313) known as DUF727 in Drosophila, (iii) the 
previously reported Clu domain (aa 356-577, C356-577) (14); (iv) the Clu-Central domain, (aa 769-
948, CC769-948); and (v) the TPR domains (aa 974-1100, TPR769-948) also previously reported 
(9,14) (Fig. 1). Further analysis of each domain using the pairwise alignment tool MUSCLE 
revealed that only Clu-N and Clu domains are highly conserved in Drosophila with 73% and 
85% identity respectively (Fig. 1B). However, all domains show less than 50% identity with 
Dictystelium discoideum, Arabidopsis thaliana and Saccharomyces cerevisiae (Fig. 1B). Except 
for the TPR domain that is involved in protein-protein interactions (24) and the GSKIP domain 
that is a negative regulator of GSK3beta (25), neither the CN64-139 , the C356-577 nor the CC769-948 
domains have a clear function, moreover the CN64-139 and CC769-948 domains show no similarity 
with any other known protein sequence. In addition, interspecific sequence alignment of these 
three Clu domains show very restricted identity (less than 5 %), suggesting that they have 
divergent functions (Supplemental Figure S1).  
  
 
Figure 1. Identification and annotation of Clu domains. (A) In silico annotation of CLU domains 
and (B) relative identity of each domain in mouse, Drosophila melanogaster, Arabidopsis 
thaliana, Dictystelium discoideum and Saccharomyces cerevisiae to that of the human protein. 
The positions of the domains are shown in different colours.  
 
Truncated CLUH that lacks the TPR domain increases mitochondrial clustering in CLUH KO 
cells 
We reported recently that HeLa CLUH KO cells display clustered mitochondria with a 
metabolism switch towards glycolysis compared to WT cells. To analyse the effects of each 
CLUH domain, we over-expressed full length and truncated forms of CLUH in HeLa CLUH KO 
cells, and followed the consequences on mitochondrial distribution. Constructs were first 
designed to encode for: (i) the first 948 residues including the three Clu domains (CN-C-CC1-
948); and (ii) the C-terminus, including the TPR domains (TPR974-1309) in fusion with GFP. The 
GFP alone was used as a control condition. Mitochondria were stained with MitoTracker red and 
their morphology and distribution followed by live-cell confocal microscopy (Fig. 2). In control 
condition, the expression of the GFP did not affect mitochondrial distribution, and diffuse green 
fluorescence was detected in the cytosol and nucleus (Fig. 2A). The expression of the full length 
CLUH-GFP led to diffuse cytoplasmic fluorescence in addition to discrete spots of fluorescence, 
slightly improving the mitochondrial distribution (Fig. 2B). Interestingly, the expression of the 
truncated protein comprising the first 948 aa fused to GFP (CN-C-CC1-948::GFP) increased 
mitochondrial clustering (Fig. 2C), which importantly is also the characteristic phenotype of the 
loss-of-function of CLUH. Finally, the expression of the TPR domain did not affect 
mitochondrial distribution, as diffuse green fluorescence with large aggregates were detected in 
the cytosol. 
Figure 2: The N-terminus CLUH fragment (1-948 aa) increases mitochondrial clustering in 
CLUH KO cells. Representative live confocal images showing the effects of the expression of 
the first 948 residues (CN-C-CC1-948) and the TPR domains (TPR974-1309) on mitochondrial 
distribution.  HeLa CLUH KO cells were transfected with plasmids expressing GFP tagged 
constructs: (A) GFP alone, (B) full-length CLUH, (C) CN-C-CC1-948 and (D) TPR974-1309. 
Mitochondria were stained with MitoTracker red before confocal live microscopy analysis.  
Dominant-negative effect of the truncated CLUH that lacks the TPR domain 
To better understand the activity of the truncated CLUH forms on mitochondrial distribution, we 
over-expressed them in CLUH WT HeLa cells. The expression of both GFP and full length 
CLUH-GFP did not affect mitochondrial distribution (Fig. 3A-B). Surprisingly, the expression of 
the truncated protein comprising the first 948 aa fused to GFP (CN-C-CC1-948::GFP) increased 
mitochondrial clustering (Fig. 3C). Indeed, extensive perinuclear clustering occurred early after 
transfection (Fig. 3C top panel) and became more pronounced later on (Fig. 3C, bottom panel). 
The extent of clustering was correlated with a change in the distribution of the CN-C-CC1-
948::GFP fusion protein from a diffuse distribution in the cytoplasm to the presence of aggregates 
amongst the mitochondrial cluster, in juxtaposition with the nucleus (Supplemental Figure S4).  
The clustering effect was specific to mitochondria because neither the morphology of the 
endoplasmic reticulum (ER) (Supplemental Figure S2), nor of the cytoskeleton (Supplemental 
Figure S3) were affected. The pronounced mitochondrial clustering with the CN-C-CC1-948::GFP 
suggests either a direct or an indirect interaction between this region of CLUH and mitochondria. 
In contrast, expression of the CLUH C-terminus region (aa 978-1309), that includes the TPR 
domain, led to uniform fluorescence in both cytoplasm and nucleus, with numerous cytoplasmic 
aggregates (Supplemental Figure S4), while mitochondrial distribution remained normal (Fig. 
3D). Taken together, these results show that the CLUH domain responsible for the dominant 
negative effect is located in the first 948 amino acids and that the TPR domain acts as an 
inhibitor of this effect, as the full length CLUH protein does not induce obvious mitochondrial 
clustering. As it was reported that CLUH forms homo-polymers (19), the dominant negative 
effect that we observed could be explained by the fact that CN-C-CC1-948 construct interacts with 
the full length CLUH and affects its function. However, the ability of CLUH to oligomerize has 
not been studied in depth. 
Figure 3: The N-terminus 
CLUH fragment (1-948 aa) 
induces mitochondrial 
clustering in WT HeLa cells. 
Representative live confocal 
images and quantifications 
showing the effects of the 
first 948 residues (CN-C-
CC1-948) and the TPR 
domains (TPR974-1309) on 
mitochondrial distribution.  
HeLa cells were transfected 
with plasmids expressing 
GFP tagged constructs: (A) 
GFP alone, (B) full-length 
CLUH, (C) CN-C-CC1-948 at 
early (top panel) and late 
transfection times (bottom 
panel), and (D) TPR974-1309. 
Mitochondria were stained 
with MitoTracker red before 
confocal live microscopy 
analysis. (Scale bar is 10 
μm). 
 
 
 
 
 
 
 
 CLUH forms tetramers and octamers 
To investigate whether CLUH has the ability to form oligomers we lysated HeLa cells in 
aminocaproic acid/ bis tris buffer, to keep protein-protein interactions, and analyzed the whole 
cell lysate with BN-PAGE. Figure 4A shows that both endogenous and over-expressed CLUH 
form tetramers and octamers at 600 kDa and 1200 kDa, respectively. Moreover, mass 
spectrometry analysis of the BN-PAGE bands corresponding to the tetramer and octamer 
confirmed the presence of CLUH.  Finally, BN-PAGE analysis of cells over-expressing CLUH 
tagged with GFP showed that the size of the bands were increased of about 100 kDa and 200 
kDa respectively, corresponding to four and eight times the GFP molecular weight (Fig. 4B). 
The oligomers were totally dissociated after SDS (ionic detergent) treatments at low 
concentrations and by triton (non-ionic detergent) treatments at high concentrations (Fig. 4C-E). 
However, digitonin, a mild non-ionic detergent, could not dissociate CLUH oligomers. These 
results indicate that the oligomers are very stable.  
 
 
 
Figure 4: CLUH forms oligomers. A) BN-PAGE analysis of control HeLa cell lysate before 
(lane 1) and after CLUH over-expression (lane 2). B) BN-PAGE analysis of HeLa cell lysate 
transfected with CLUH (lane 1) and CLUH::GFP (lane 2). C) BN-PAGE analysis of HeLa cell 
lysate after SDS treatments. D) Two-dimensional (2D) gel analysis of band A and B indicated in 
panel C. E) BN-PAGE analysis of HeLa cell lysate after digitonin, triton and SDS treatments.  
 
Combined C-CC356-948 domains are sufficient to induce mitochondrial clustering 
The first 948 residues of the protein that induce massive mitochondrial clustering harbors the 
three conserved CN, C and CC domains (See Figure 1). To investigate the contribution of each 
domain to the dominant negative effect, we generated constructs encoding each domain 
individually or the CN-C1-577 and C-CC 356-948 combinations (Fig. 5 and Supplemental Figure S5). 
These fragments were fused with GFP in order to follow their expression and subcellular 
localization in addition to their effect on mitochondrial distribution. Firstly, expression of the 
C356-577 domain alone generated weak diffuse fluorescence in both cytoplasm and nucleus as well 
as large aggregates (Fig. 5A). This construct induces limited mitochondrial clustering, much less 
than the CN-C-CC1-948::GFP (cf. figure 3C). The addition of the CN and GSKIP domains to the 
C domain (generating CN-C1-577::GFP) decreased the clustering effect of the C356-577 domain 
alone (Fig. 5B), leading to mitochondria displaying a distribution similar to the GFP control. 
Conversely, expression of a construct consisting of the CC domain combined to the C domain 
(generating C-CC356-948:GFP) induced extensive perinuclear mitochondrial clustering (Fig. 5C). 
Indeed, this dominant negative effect was observed at early (Fig. 5C top panel, arrowheads) and 
late (Fig. 5C bottom panel, arrowheads) expression stages, with dramatic mitochondrial 
clustering around the nucleus. The C-CC356-948::GFP peptide associated to the clustered 
mitochondria with a pattern indistinguishable from that of CN-C-CC1-948::GFP, indicating an 
interaction between C-CC356-948 domains and mitochondria, and suggesting that the TPR domain, 
which is absent from both constructs, is not necessary for this interaction. Finally, expression of 
CC769-948 domain by itself (Fig. 5D) induced severe mitochondrial fragmentation suggesting a 
potential role of CLUH in mitochondrial fission. However, real time images showed that CC769-
948 domain was very toxic and induced cell death very quickly (Supplemental Figure S6). Taken 
together, these results revealed that the combination of the C356-577 and CC769-948 domains has the 
most dominant negative effect in inducing mitochondrial clustering.  
 
 Figure 5: C-CC356-948 domains are necessary and sufficient to induce mitochondrial clustering. 
Representative live confocal images showing the effects of individual and combined CLUH 
domains on mitochondrial distribution.  HeLa cells were transfected with plasmids expressing 
GFP tagged proteins: (A) C356-577 domain alone, (B) combined CN-C1-577 domains, (C) combined 
C-CC356-948 at early (top panel) and late transfection (lower panel) times and (D) CC769-948 
domain alone. Mitochondria were stained with MitoTracker red before confocal live microscopy 
analysis. (Scale bar is 10 μm). 
The TPR domain inhibits the CC769-948 domain effect, but not that of the C-CC356-948 combined 
domains 
Given that the expression of both CN-C-CC1-948::GFP  and C-CC356-948::GFP constructs induced 
extensive mitochondrial clustering, and since these two constructs lack the TPR domain, we next 
investigated the effect of the TPR domain on the CC domain using the CC-TPR769-1309::GFP 
construct, and on the combination of the C-CC domains using the C-CC-TPR356-1309::GFP 
construct. The addition of the TPR-domain to the CC-domain reversed the effects observed with 
the CC domain alone. Instead of a punctate distribution, the GFP fluorescence was diffuse in 
both cytoplasm and nucleus and the mitochondrial clustered and fragmented phenotype was 
absent, with the chondriome displaying a distributed structure indistinguishable from the GFP 
control (Figure 6). However, the expression of the combined C-CC-TPR356-1309::GFP showed 
large aggregates exclusively in the cytoplasm, inducing clear mitochondrial clustering (Fig. 6B). 
Similarly to the CN-C-CC1-948::GFP construct, the C-CC-TPR356-1309::GFP localized very closely 
to clustered mitochondria, indicating a direct or an indirect interaction with mitochondria. 
Because expression of CLUH full length protein does not induce mitochondrial clustering, this 
result suggests that TPR domain is not sufficient to prevent the dominant negative effect of the 
C-CC356-948. Therefore, both CN1-139 (See figure 3C) and TPR974-1309 domain (See figure 6B) are 
required to inhibit the dominant negative effect observed when expressing the C-CC356-948 
domains.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6: The TPR domain cannot inhibit the clustering effect of the combined C-CC356-948 
domains. Representative live confocal images showing the effects of TPR domain on 
mitochondrial clustering. HeLa cells were transfected with plasmids expressing GFP tagged 
proteins: (A) CC-TPR769-1309::GFP and (B) C-CC-TPR356-1309::GFP. Mitochondria were stained 
with MitoTracker red before confocal live microscopy analysis.  (Scale bar is10 μm). 
 
Combined C-CC356-948 domains localize at mitochondrial fission points  
The constructs which induce the dramatic effect on mitochondrial clustering (see Figures 3C, 5C 
and 6B), were localized in close proximity to the mitochondrial network. Orthogonal projections 
showed that the combined C-CC356-948 domains do not overlap with the MitoTracker 
fluorescence, but are localized in between clustered mitochondria, possibly at mitochondrial 
fission sites (Fig. 7A). As shown in the magnified images of the single z-plane on the X (Fig. 7A, 
bottom panel) and Y (Fig. 7A, right panel) axes, the GFP fluorescence signal increases when the 
red fluorescence is low and vice versa. Moreover, the correlation between the pixel intensities 
along the axes defined by the arrows in the merged magnified images, showed that the 
MitoTracker fluorescence signal starts where the GFP fluorescence stops and inversely. Further 
analysis using three-dimensional (3D) reconstruction of the GFP and MitoTracker fluorescences 
confirmed that the C-CC356-948 domains are possibly localized at mitochondrial network 
constriction sites (Fig. 7B). Similar results were obtained using the CN-C-CC1-948 (Supplemental 
Figure S7).  Taken together, these results suggest that the C-CC356-948 domains are responsible for 
mitochondrial clustering and eventually contribute to the mechanisms of fission or fusion of the 
network.  
 Figure 7: Combined C-CC356-948  domains localize at mitochondrial end points. (A) A single Z-
plane live confocal image showing the merged fluorescences of C-CC356-948::GFP  and 
mitochondria stained with MitoTracker red. Magnified images of the single Z-plane on the X 
axis (right panel) and the Y axis (bottom panel). Quantitation of the pixel intensities of the green 
and red fluorescences along the arrows indicated in the expanded view of the merged images. 
(B). 3D-reconstruction of the C-CC356-948::GFP and MitoTracker red fluorescences from confocal 
microscopy stacked images. Expanded views of the boxed images are shown. (Scale bar is 10 
μm). 
DISCUSSION 
In this study, we performed a structure – function analysis of the CLUH protein, with emphasis 
of the involvement of this protein in mitochondrial clustering. So far, the disruption of CLUH 
orthologues in different eukaryote species led to mitochondrial aggregations, suggesting that the 
main role of CLU consists in preventing mitochondrial clustering, thus favouring their even 
distribution in the cytoplasm. In order to determine the conserved domains in CLUH sequence, 
we analyzed the primary structure of this large 1309 aa protein by comparing its protein 
sequence with that of its orthologues found in different databases. This allowed the identification 
of two novel domains, CN and CC, in addition to the previously reported C and TPR domains 
that were shown to be important for Clu function. These C and TPR domains are not specific of 
Clu proteins, as they exist in CldA, CldB and ComB (26). Importantly, the CN and CC domains 
have very restricted diffusion amongst the eukaryote kingdom, as no homology could be found 
with any other known protein, except for CLUH orthologues. Furthermore, CN, C and CC 
domains do not share any relevant homology in-between themselves. Together, these 
peculiarities are quite unusual and question the precise function of these domains, in particular 
on mitochondrial distribution.  
 
Thus, we constructed plasmids allowing the overexpression of truncated forms of CLUH fused to 
the GFP in order to assess their localisation and effects on mitochondrial network shape and 
distribution in HeLa cells. Surprisingly, we found that CLUH over-expression had little effect on 
the shape of the mitochondrial network, whereas the expression of a truncated CLUH form 
lacking the TPR domain induces a clear mitochondrial aggregation, thus suggesting that the TPR 
domain has a negative effect preventing mitochondrial aggregation. TPR domains by themselves 
are able to form aggregates without impacting mitochondrial network. Conversely, analysis of 
the other domains revealed that the CC domain has a critical role in mitochondrial clustering, 
which can be reinforced in combination with the C domain, although the latter has low capacity 
by itself to induce mitochondrial aggregation. Finally, expression of the CN domain seems to 
restrain the mitochondrial clustering induced by the C-CC domains.  
Interpretation of these data remains puzzling, when considering that both CLUH deletions and C-
CC domains overexpression induce mitochondrial clustering. According to Herskowitz’s 
definition, a dominant negative effect corresponds to the effect observed when the 
overexpression of mutant polypeptides disrupts the activity of the wild type proteins (27). 
This effect could apply in our experiments, as using non-denaturing gels, we found that CLUH 
appears as complexes of high molecular weight, compatible with tetramer and octamer homo-
polymers. Consequently, we suggest that the overexpression of complete or partial CLUH 
constructs can interfere with CLUH self-assembly and exert a dominant negative inhibitory 
effect on the endogenous protein. This is reinforced by the fact that all CLUH::GFP mutant 
constructs, except for the CN::GFP and TPR::GFP constructs led to green cytoplasmic 
fluorescent dots in the cytoplasm that localized closely with the aggregated mitochondrial 
network. Alternatively, we cannot exclude that the association of the different CLUH truncated 
mutants with other partners is necessary for CLUH inhibition of mitochondrial clustering.  
 
As microtubules play essential roles in mitochondrial trafficking and distribution (2), the 
dominant negative effect observed in our study could be due to the disruption of microtubule-
based anterograde mitochondrial transport, thus favouring mitochondrial retrograde transport, 
leading to the accumulation of mitochondria at the microtubule minus-end around the nucleus. 
Similarly, other factors as MIRO and MILTON (28), that link mitochondria to the cytoskeleton 
could be affected by the disruption of CLUH function, leading to defective mitochondrial 
transport.  
 
Other factors involved in mitochondrial shape and distribution such as fission and fusion proteins 
could be related to CLUH function. Indeed, the activation of fission by DRP1 or excess of 
mitochondrial fusion by MFN2 or OPA1 can lead to mitochondrial aggregates (29). This concept 
is reinforced by the fact that truncated CLUH proteins that lead to mitochondrial clustering 
accumulate in-between mitochondria at sites that could correspond to past fission scars or future 
fusion sites. Consequently, we propose that CLUH could interact directly or indirectly with these 
large dynamin GTPases and potentially interfere with mitochondrial dynamics.  
To conclude, gaining interest on CLUH function has emerged in the past decade, but none has 
addressed how this protein and its orthologues exert their mitochondrial anti-aggregation 
function. Here, we identify that the C-CC domains act as the main domains responsible for 
mitochondrial aggregation, by inducing a dominant negative effect which alters the endogenous 
CLUH polymers, while the CN and TPR domains inhibit this activity.  
 
  
EXPERIMENTAL PROCEDURES 
CLUH domains constructs 
Two plasmids pEGFP-N1 (Addgene, #6085-1) and pCMV6-CLUH-GFP (Origene, RG220737) 
were used to amplify and clone all the sequences encoding the different CLUH domains at the 
EcoR1 and ApaI restriction sites of the pEGFP-N1vector, in fusion with the eGFP. Primer 
sequences used to clone the different domains are in table 1. 
 
Live cell confocal imaging 
HeLa cells were seeded at the density of 20.000 cells/well in 4 well glass bottom µ-slide (80427, 
Ibidi) for 24 hours then transfected with 1 μg of plasmid and 1 μl of lipofectamine2000 
(ThermoFisher, 11668-027). Cells were stained with MitoTracker Red CMXRox for 30 min 
before confocal cell live imaging.  All the images were captured 24 hours after transfection using 
a Leica TCS SP8 confocal microscope with a 40X/1.20 water objective lens (Leica 
Microsystems) equipped with a GaAsP Hybrid detector (HyD), at 37 °C. 3D reconstruction 
were performed using Imaris Software (Bitplane, Zurich, Switzerland). 
 
Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis (BN-PAGE)  
HeLa cells were transfected with CLUH or CLUH-GFP for 24 hours then homogenized with 40 
strokes in a dounce homogenizer in H buffer (225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 10 mM 
HEPES, 10 mM EDTA, 1 mg/ml bovine serum albumin [BSA]). Lysates were centrifuged 1 min 
at 1000g. Then pallets were discarded and the supernatants were centrifuged at 20000g for 5 
min. The supernatant, containing CLUH, were used for BN-PAGE analysis. Proteins 
concentrations were quantified using Bio-Rad Protein Assay and 40µg of protein were submitted 
to BN-PAGE in 3-12% gels. Proteins were transferred on PVDF membrane. The membrane was 
blocked for 1 hour with 5% milk TBS-Tween20 0.1%. Then, the membrane was blotted with 
CLUH antibody at 1:2500 (Abcam, #ab178342). 
For treatment, 40 g of protein in 20 L of H buffer were treated with 1 L of SDS 20% solution 
(BIO-RAD, #1610418) or Triton X-100 (BIO-RAD, #1610407) or digitonin 1 mg/mL (Sigma, 
D141-100MG) and incubated for 10 min at room temperature. Each detergent was tested at four 
different dilutions: 1/10, 1/10
2
, 1/10
3
 and 1/10
4
. 
 
Two-dimensional (2D) gel 
40µg of protein were submitted to BN-PAGE in 3-12% gels as described above. After 
completion of the migration, bands corresponding to untreated lysate (band A, figure 3C) and 
treated lysate with 1 uL of of SDS 20% solution (band B, figure 3C) were remove and 
equilibrated for 15 min with equilibration buffer containing DTT at a final concentration of 2%, 
then 15 min with equilibration buffer containing iodoacetamide at a final concentration of 5%. 
After equilibration, bands were transferred to SDS-PAGE 8% gels and migrated for 1 hour at 
150 V. Proteins were transferred onto a PVDF membrane. The membrane was blocked for 1 
hour with 5% milk TBS-Tween20 0.1%. Then, the membrane was blotted with CLUH antibody 
at 1:2500 (Abcam, #ab178342). 
 
IncuCyte ZOOM live cell imaging  
To assess the GFP fluorescence and its distribution within cells in real time, HeLa cells were 
seeded at the density of 50.000 cells/well in 24 wells plate for 24 hours then transfected with 1 
μg of plasmid and 1 μl of lipofectamine2000 (ThermoFisher, 11668-027). Real time live cell 
images were taken every two hours using IncuCyteZOOM. To assess mitochondrial clustering, 
the area of the mitochondrial network occupying the cell was measured using image J, and then 
normalized according to the cell surface. 
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FOOTNOTES 
Table 1: Primers sequences 
CLUH domains  (aa positions) Primers Primers sequences  5'-3' 
CN-C-CC1-948 
Forward TATAGGGCGGCCGGGAATTCGTCGACT 
Reverse TGCTTAGGGCCCAGAAGCTGTACTCCTTCAG 
All TPRs974-1309  
Forward TAAGCAGAATTCATGCACCCCGAGATGGCGCTG 
Reverse TGCTTAGGATCCGATCCCTGCACGCTCG 
C356-577 
Forward TAAGCAGAATTCATGTGGAATGAGGAGCTGCAGACGAC 
Reverse TGCTTAGGGCCCACAGGAAGTTGAGGTCCGG 
CN-CC1-577 
Forward TATAGGGCGGCCGGGAATTCGTCGACT 
Reverse TGCTTAGGGCCCACAGGAAGTTGAGGTCCGG 
CN1-139 
Forward TATAGGGCGGCCGGGAATTCGTCGACT 
Reverse TGCTTAGGGCCCACTTGAGCAGGTCTCG  
GSKIP175-313 
Forward TAAGCAGAATTCATGAAGGGCTTGGAGATGGACCCC 
Reverse TGCTTAGGGCCCAGATCCTCTCGAACGG 
 CC769-948 
Forward TAAGCAGAATTCATGGAGCACGCGGTCCTGC 
Reverse TGCTTAGGGCCCAGAAGCTGTACTCCTTCAG 
C-CC356-948 
Forward TAAGCAGAATTCATGTGGAATGAGGAGCTGCAGACGAC 
Reverse TGCTTAGGGCCCAGAAGCTGTACTCCTTCAG 
 TPR1100-1309 
Forward TAAGCAGAATTCATGAAGGCCTCGGATGCCTTCCA 
Reverse TGCTTAGGATCCGATCCCTGCACGCTCG 
 
 
 
  
Supporting Information 
Specific Domains of CLUH Regulate Mitochondrial Distribution  
 
 
Figure S1: No sequence homology between CN64-139, C356-577 and CC769-948 domains. 
Multi-sequence alignment of CN, C and CC domains shows less than 5 % identity 
without any sequence homology. 
 
Figure S2: Expression of CN-C-CC1-948 does not affect ER structure. (A) 
Representative confocal images in live cells showing the effects of CN-C-CC1-948 on 
ER structure. HeLa cells were transfected with plasmids expressing ER-DsRed (red 
panel) and CN-C-CC1-948::GFP (green panel). The merge of the two fluorescences is 
shown in the right panel. (B) 3D-reconstruction of the ER-DsRed and the CN-C-CC1-
948::GFP from stacked images obtained by confocal microscopy. Expanded views of 
the boxed images are shown. CN-C-CC1-948::GFP doesn’t disturb the ER structure. 
(Scale bar, 10 μm). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S3: Expression of CN-C-CC1-948::GFP doesn’t affect cytoskeleton 
structure. Representative confocal images in fixed cells showing the effects of GFP 
control (A) CN-C-CC1-948::GFP (B) on cytoskeleton structure. HeLa cells were 
transfected with plasmids expressing GFP alone, CN-C-CC1-948::GFP (green panel). 
After 24 hours, cell were fixed and stained with Anti--tubluin antibody (red). The 
merge of the two fluorescences is shown in the right panel. (Scale bar, 10 μm). 
 
 
 
 
Figure S4: Change of CN-C-CC1-948::GFP distribution in cytoplasm from a diffuse 
pattern to aggregates around the nucleus. Representative real time images using 
IncuCyte in live cells showing the distribution in the cytoplasm during 24 hours. GFP 
control, full length, CN-C-CC1-948::GFP and TPR974-1309.  
 
Figure S5: Expression of the CN domain alone has no effect on mitochondrial 
distribution. Representative confocal images of live cells showing the effect of CN1-
139::GFP (green panel) on mitochondrial distribution (red panel). The merge of the 
two fluorescences is shown in the right panel. (Scale bar, 10 μm). 
 
 
 
 
Figure S6: Change of C-CC356-948::GFP distribution in cytoplasm from a diffuse 
pattern to aggregates around the nucleus. Representative real time images using 
IncuCyte in live cells showing the fluorescence distribution in the cytoplasm during 
24 hours of transfection. CN1-139::GFP, CN-C1-577::GFP, C356-577::GFP, C-CC356-577::GFP 
and  CC769-948::GFP.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S7: CN-C-CC1-948::GFP localizes to mitochondrial fission points. A single 
Z-plane live confocal image showing the merged fluorescences of CN-C-CC1-948::GFP and 
mitochondria stained with MitoTracker red. Magnified images of the single Z-plane 
on the X axis (right panel) and the Y axis (bottom panel). Quantitation of the pixel 
intensity of the green and red fluorescences along the arrows indicated in the 
expanded view of the merged images. The arrows were drawn over the sections of 
interest.  
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Résultats et discussion 
 
Annotation de la protéine CLUH humaine 
 
Le gène CLUH génère un ARNm unique codant pour une protéine de 1309 acides aminés 
(aa). L’alignement de toutes les séquences des orthologues de CLUH, a permis d’identifier 
cinq régions conservées dans la séquence de CLUH : 
- Le domaine Clu-N (aa 66-139) : c’est le domaine N-terminal de la 
protéine, pour lequel aucune fonction ne lui est attribuée. 
- Le domaine GSKIP ou « GSK3β Interacting Protein » (aa 175-313) :  
Ce domaine est nommé ainsi grâce à son homologie avec la protéine GSKIP. GSKIP 
est une protéine de 139 aa qui est capable de réguler négativement GSK3β, et 
d’activer la voie Wnt (Chou et al., 2006; Lin et al., 2009).  La famille Wnt sont des 
ligands protéiques glycosylés et riches en cystéines, qui influencent la croissance, la 
différentiation, la migration et le devenir cellulaire, et sont impliqués dans la 
cancérogenèse (Miller, 2002; Polakis, 1997; Smalley and Dale, 1999). 
- Le domaine Clu (aa 356-576)  
- Le domaine Clu-central (aa 769-948) : c’est un domaine non caractérisé, 
spécifique de tous les orthologues de CLUH. Il porte également le nom eIF3-p135, 
puisqu’il co-purifie avec le facteur d’initiation de la traduction eucaryote eIF3 
(Vornlocher et al., 1999). 
- Le domaine TPR (aa 974-1189)  
 
 L’analyse in silico de la séquence primaire des protéines Clu montre qu’elles ne 
possèdent pas de séquence N-terminale d’adressage à la mitochondrie (annexes, tableau S1). 
Néanmoins, les protéines Clu présentent une distribution diffuse et granulaire au sein du 
cytosol, et décorent la surface mitochondriale chez la drosophile, Arabidopsis et les cellules 
COS7 (Cox and Spradling, 2009; El Zawily et al., 2014; Gao et al., 2014). Nous avons étudié 
l’identité des différents domaines des protéines Clu de Mus musculus, Drosophila 
melanogaster, Arabidopsis thaliana, Dictyostelium discoideum et Saccharomyces cerevisiae, 
avec ceux de la protéine humaine CLUH. Nous trouvons des pourcentages d’identité faibles 
avec les unicellulaires et les invertébrés (la levure, l’amibe et la drosophile), ainsi qu’avec la 
plante Arabidopsis. Cependant le degré de conservation de la protéine augmente 
considérablement au cours de l’évolution et atteint des niveaux très élevés chez la souris. En 
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effet, tous les domaines de CLUH sont conservés à 98% entre l’homme et la souris. Par 
ailleurs, la protéine GSKIP humaine et le domaine GSKIP de CLUH ont la même longueur 
de 139 acides aminés. Cependant, la protéine GSKIP possède deux domaines conservés chez 
les vertébrés : 
- le domaine liant la protéine kinase A (PKA) : aa 28-52 
- le domaine liant la protéine GSK3β : aa 115-139. 
Par contre, un alignement de la séquence de la protéine GSKIP humaine avec celle du 
domaine GSKIP de CLUH, montre que ce dernier perd le domaine liant la PKA (annexes, 
figure S3). Ainsi, nous supposons que CLUH possède une fonction liée à GSK3β, et donc 
pourrait avoir un rôle dans la voie Wnt. 
 
Les domaines spécifiques Clu/Clu-central entraînent le clustering mitochondrial par 
perturbation des oligomères physiologiques de CLUH 
 
Dans un but de recomplémentation, nous avons surexprimé chez les cellules KO les 
plasmides codant pour CLUH, CN-C-CC1-948  (Clu-N, Clu et Clu-central) et TPR974-1189 
couplés à la GFP. De façon surprenante, la protéine tronquée comprenant les 3 domaines Clu 
aggrave le clustering mitochondrial. Donc, nous avons suspecté un effet dominant négatif de 
cette protéine tronquée sur la protéine sauvage. Selon la définition de Herskowitz, un effet 
dominant négatif est observé lorsque la surexpression d’un polypeptide mutant perturbe 
l’activité des protéines WT endogènes (Herskowitz, 1987). Bien évidemment, la 
surexpression de CN-C-CC1-948-GFP dans les cellules WT a provoqué une agrégation 
mitochondriale accentuée, la protéine formant des agrégats en juxtaposition avec le cluster 
mitochondrial périnucléaire. Une analyse approfondie a ensuite révélé que la protéine CLUH 
dépourvue du domaine Clu-N et/ou TPR provoque aussi un clustering mitochondrial. Ainsi, 
les deux domaines Clu-N et TPR sont nécessaires pour empêcher l’effet dominant négatif 
provoqué essentiellement par les deux domaines Clu et Clu-central. De plus, nous montrons 
que les protéines tronquées CN-C-CC1-948  et C-CC356-948  se localisent entre les mitochondries 
agrégées au niveau des sites de fission, suggérant ainsi un rôle de CLUH dans la fission. 
 
Récemment, Sen et Cox ont montré que la protéine Clueless est capable d’interagir avec 
elle-même (Sen and Cox, 2016) sans pour autant définir la nature de cette interaction. En 
performant une analyse en BN-PAGE, nous avons montré que CLUH est capable de former 
des tétramères et des octamères. En règle générale, l’effet dominant négatif affectant des 
protéines d’un complexe multiprotéique, est dû à la perturbation de la stœchiométrie et donc 
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de la fonction du complexe. La co-localisation périnucléaire entre la protéine tronquée CN-C-
CC1-948 et CLUH a confirmé nos suspicions. Néanmoins, des études supplémentaires sont 
nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires de ces effets. Nous proposons un 
modèle où CN-C-CC1-948 vient occuper la place de certaines sous-unités dans le complexe 
multimérique de CLUH, perturbant ainsi sa fonction physiologique de prévention du 
clustering mitochondrial (figure 20). 
 
 
Figure 20. Modèle hypothétique de la perturbation des oligomères de CLUH par la 
protéine tronquée CN-C-CC1-948 ou C-CC356-948 : Chez les cellules WT, CLUH forme 
des oligomères sauvages fonctionnels, la perte de CLUH chez les cellules KO provoque 
un clustering mitochondrial, la surexpression des protéines tronquées CN-C-CC1-948 ou C-
CC356-948 perturbe la stoechiométrie et la fonction des complexes menant ainsi à 
l’agrégation mitochondriale (les carreaux bleus et les losanges rouges représentent CLUH 
endogène et la protéine tronquée respectivement). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CLUH libre
WT
Agrégation 
mitochondriale
Agrégation 
mitochondriale
Distribution 
normale
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Conclusions et perspectives 
 
Nos résultats montrent pour la première fois, que les domaines Clu et Clu-central de 
CLUH sont responsables de l’agrégation mitochondriale par un effet dominant négatif en 
perturbant l’oligomérisation et donc la fonction de CLUH endogène. Dans notre modèle 
synthétique, nous proposons que les oligomères de CLUH fonctionnent sous forme 
d’homopolymères. Cependant, la présence d’autres sous-unités au niveau du complexe n’est 
pas exclue. Des analyses supplémentaires sont nécessaires pour définir la composition exacte 
du complexe CLUH. Puisque la distribution mitochondriale dépend des mécanismes de 
transport sur les microtubules, nous suggérons que les protéines tronquées perturbent le 
complexe responsable du transport antérograde des mitochondries, provoquant ainsi un 
clustering périnucléaire. Par ailleurs, la présence des protéines tronquées provoquant le 
clustering mitochondrial, au niveau des sites de fission ou de fusion inachevée, laisse penser 
que CLUH interagit avec des protéines de la machinerie de fusion/fission. Ainsi, une 
investigation du rôle de CLUH dans cette machinerie constitue une perspective future de nos 
recherches.  
L’immunoprécipitation couplée à la spectrométrie de masse, constitue une méthode 
performante dans la révélation des interactions protéiques. Nous avons déjà effectué cette 
méthode pour la protéine CLUH complète (les résultats préliminaires sont présentés dans le 
chapitre Résultats, partie III « Résultats non publiés et perspectives : partenaires potentiels et 
voies de signalisation potentielles de CLUH », p.69). Il serait également intéressant 
d’investiguer les interactions protéiques par domaine, en répétant la procédure avec les 
protéines tronquées. Ceci nous permettra éventuellement de nous orienter vers la fonction 
respective de chaque domaine. De plus, l’étude de la structure cristallographique des 
domaines, et éventuellement la reconstruction de la structure 3D de toute la protéine nous 
aidera à comprendre les possibilités d’agencement d’oligomères de CLUH. Finalement, 
l’existence des sites de phosphorylation putatifs au niveau des sérines en positions 279, 281, 
654, 664 et 723 de la protéine CLUH (Dephoure et al., 2008; Mayya et al., 2009; Zhou et al., 
2013), suggère qu’ils soient importants dans sa régulation, ce qui reste à démontrer. Une 
étude détaillée des modifications post-traductionnelles de CLUH s’impose donc. 
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III. Résultats non publiés et perspectives : partenaires potentiels et voies 
de signalisation potentielles de CLUH  
Pour mieux comprendre la fonction de CLUH, on a souhaité identifier les partenaires de 
cette protéine. A cette fin, nous avons effectué une immuno-précipitation de CLUH sur les 
lysats cellulaires WT et KO en utilisant un anticorps anti-CLUH qui reconnaît un fragment C-
terminal. L’immunoprécipitat a été purifié par des billes magnétiques conjuguées à des 
anticorps secondaires anti-lapin. Les billes étaient ensuite récoltées par un aimant, lavées 
deux fois pour diminuer les interactions non spécifiques puis elles étaient chauffées à 95°C 
avec du SDS pour récupérer les protéines. Les échantillons étaient ensuite séparés par SDS-
PAGE. Le gel a été coloré par le bleu de coomassie et les bandes spécifiques présentes dans 
l’échantillon WT et le fragment de gel de même poids moléculaire de l’échantillon KO ont 
été coupées puis analysées par spectrométrie de masse. Cette approche nous a permis de 
détecter une panoplie de protéines présentes dans les lysats cellulaires WT mais pas dans les 
lysats KO.  
 
Nos résultats ont permis d’identifier quelques protéines partenaires potentiels de CLUH, 
qui s’avèrent être impliquées dans la traduction protéique et le métabolisme des acides gras 
(tableau 2). 
 
Tableau 2. Les partenaires potentiels de CLUH et leurs voies cellulaires 
 
Traduction des protéines et 
stabilisation des ARNm 
Métabolisme des acides gras 
PABPC1 ACSL3 
PABPC4 ACSL4 
RIOK2 HADHA 
 
III.1. Traduction des protéines et stabilisation des ARNm 
Récemment, Schatton et al. ont étudié la demi-vie des ARNm cibles de CLUH dans les 
fibroblastes embryonnaires de souris WT et KO. Ils ont reporté une diminution de la demi-vie 
et donc de la stabilité des ARNm Pcca, Bdh1, Atp5a1, Mccc1, Acat1 et Pdha1 chez les souris 
KO. De plus, leur étude du profil des polysomes a montré une augmentation de l’absorbance 
de la fraction monosome en absence de CLUH, ce qui signifie un blocage dans l’initiation de 
la traduction (Schatton et al., 2017). 
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Les deux protéines PABP (PABPC1 et PABPC4) que nous avons immunoprécipitées avec 
CLUH, sont des protéines liant la queue poly-adénylée des ARNm par des motifs spécifiques. 
Une protéine linker eIF4G1 permet la cyclisation de l’ARNm en liant la protéine PABP au 
niveau de la queue poly-(A) et la protéine eIF4E au niveau de la coiffe ou 5’-cap. Ce 
phénomène stabilise l’ARNm et favorise le recrutement des ribosomes pour une traduction 
protéique efficace (figure 21). Ces protéines jouent un rôle également dans le 
raccourcissement de la queue poly-(A) pour orienter l’ARN vers la dégradation.  
Dans ce sens, il sera intéressant d’étudier le lien entre CLUH et les protéines PABP dans 
la stabilisation et la traduction des ARNm. 
 
 
 
Figure 21. La cyclisation des ARNm : 
La protéine PABP se fixe sur la queue 
poly-(A), eIF4E se fixe sur la 5’-cap, et 
eIF4G lie les deux. 
 
 
 
III.2. Métabolisme des acides gras 
Suite à notre étude métabolomique, on a montré que le métabolisme lipidique est 
défectueux chez les cellules HeLa KO pour CLUH. Comme on a déjà reporté précédemment, 
les cellules KO montrent une diminution importante des lipides, en l’occurrence les 
phosphatidylcholines et les sphingomyélines. De plus, on avait attribué la diminution de la 
taille des cellules KO à un manque de lipides pour la formation des membranes. Parmi les 
protéines immunoprécipitées, nous avons trouvé trois protéines impliquées dans le 
métabolisme lipidique : ACSL3, ACSL4 et HADHA. 
Les deux protéines ACSL3 et ACSL4 permettent l’activation des acides gras à chaîne 
longue pour participer à la synthèse des lipides cellulaires et la dégradation par β-oxydation. 
Par ailleurs, hadha était déjà reportée comme un ARNm cible de CLUH. Le niveau de 
l’expression de cet ARNm ainsi que de la protéine correspondante était diminué chez les 
souris KO (Schatton et al., 2017). L’immunoprécipitation de HADHA identifie la protéine 
comme potentiellement interagissant avec CLUH.  
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Afin de confirmer l’interaction de CLUH avec ces protéines, des expériences de co-
immunoprécipitation sont nécessaires. Par ailleurs, il serait également intéressant 
d’immunoprécipiter les différentes protéines tronquées de CLUH afin de trouver des 
interacteurs spécifiques de chaque domaine, permettant ainsi d’éclaircir leur fonction 
respective. 
 
III.3. CLUH : un lien potentiel entre la voie PI3K/AKT/mTOR et la voie Wnt ? 
Suite à nos résultats discutés dans l’article 1 et 2, nous proposons que CLUH soit un 
régulateur de deux voies cellulaires: la voie de l’anabolisme et de la croissance cellulaire 
médiée par PI3K/AKT/mTOR, et la voie Wnt. La protéine GSK3β, est un carrefour entre ces 
deux voies, et est régulée négativement par la protéine GSKIP. La présence d’un domaine 
GSKIP dans CLUH nous mène à la supposition qu’il est capable de se lier à GSK3β, et donc 
de participer à la régulation de ces deux voies. 
 
La protéine GSK3β sous forme activée, inhibe la voie mTOR et la voie Wnt (Inoki et al., 
2006), et par conséquent inhibe la prolifération et la survie cellulaire (Pap and Cooper, 1998). 
Suite à des stimuli par des facteurs de croissance, PI3K/AKT inhibe GSK3β par 
phosphorylation, permettant ainsi l’activation de la voie mTOR et la croissance cellulaire 
(Cross et al., 1994, 1995). Par ailleurs, l’activation de la voie canonique Wnt inhibe GSK3β, 
entraînant ainsi la stabilisation de la β-caténine (Cook et al., 1996; Rubinfeld et al., 1996) et 
sa translocation nucléaire où elle induit la transcription de nombreux gènes de la croissance 
cellulaire (Easwaran et al., 2003; Molenaar et al., 1996; Tetsu and McCormick, 1999; Zhang 
et al., 2001).  
 
Nous pouvons imaginer que CLUH permet de réguler ces deux voies en interagissant avec 
GSK3β. Ainsi, la déplétion de CLUH lève l’inhibition sur GSK3β, induisant ainsi  
l’inhibition des voies mTOR et Wnt. Cette supposition est compatible avec le phénotype des 
cellules KO qui présentent une synthèse lipidique très faible, une perturbation de la 
phosphorylation oxydative et une  survie cellulaire compromise dans des conditions de stress 
(absence de glucose). Ainsi, selon cette hypothèse CLUH jouerait un rôle dans l’anabolisme, 
la survie cellulaire, la biogenèse et la fonction mitochondriale par inhibition de GSK3β 
(figure 22).  
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Figure 22. CLUH régulateur potentiel de la voie PI3K/AKT/mTOR et la voie Wnt : 
nous proposons un modèle où CLUH inhibe GSK3β et donc active les voies de croissance 
cellulaire et de la biogenèse mitochondriale. 
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Nos résultats positionnent CLUH au centre de nombreuses voies de régulations cellulaires, 
dont l’expression génique mitochondriale et le métabolisme énergétique et métabolomique, et 
potentiellement certaines associées au cancer. De plus, nous avons démontré l’implication 
des deux domaines Clu et Clu-central dans l’homopolymérisation de la protéine, la 
distribution mitochondriale, et potentiellement dans la machinerie de fusion/fission. Bien que 
de nombreux nouveaux processus régulés par CLUH aient été découverts, la régulation de de 
cette protéine reste inconnue.  
 
Des analyses in silico, quoique purement hypothétiques, nous permettent de définir de 
futures orientations concernant ce sujet. La régulation de la transcription de CLUH est liée à 
un promoteur (chromosome 17 : 2710800-2712401) potentiellement reconnu par les facteurs 
de transcription suivants: MYC::MAX, USF1, Tr4, Egr1. Dans la base de données Ensembl, 
ce promoteur est actif dans 59 types cellulaires sur les 68 étudiés, et est régulé par les 
méthylations et acétylations des histones. Par exemple, chez les cellules HeLa, la 
transcription de CLUH est activée par la méthylation de H3K4 et H3K79 (lysine 4 et lysine 
79 de l’histone 3), et par l’acétylation de H3K9 et H3K27 (lysine 9 et lysine 27 de l’histone 
3). Vu la fonction de CLUH dans le métabolisme énergétique, nous pourrons imaginer que 
l’activité transcriptionnelle de la polymérase II au niveau de ce promoteur est modifiée selon 
les besoins en énergie et la disponibilité des nutriments. En outre, des régulations post-
transcriptionnelles de CLUH sont également possibles, puisque 5 résidus sérines 
phosphorylés ont été reportés dans sa séquence. Mais, des investigations in vitro sont 
indispensables pour vérifier l’authenticité de ces données bioinformatiques, et étudier leurs 
rôles fonctionnels. 
 
La distribution mitochondriale étant un phénomène étroitement conservé au cours de 
l’évolution, et crucial pour la physiologie cellulaire, on peut anticiper que des mutations 
pathogènes de CLUH puissent induire de sévères conséquences métaboliques, probablement 
avec une expressivité clinique neurologique. Récemment, il a été reporté dans la base de 
données « Decipher », un patient avec deux mutations hétérozygotes composites du même 
codon dans le gène CLUH humain, présentant une anomalie du système nerveux central 
associé à un retard mental. Les mutations c.817G>A et c.817G>T ont une fréquence très rare 
(3.58e-05) dans ExAC compatible avec la rareté du syndrome clinique, et substituent la 
guanine en position 817 de la séquence codante de CLUH en une adénine et une thymine, 
responsables de la modification de l’alanine en position 273 du domaine GSKIP, en thréonine 
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et en sérine, respectivement (figure 24). Les changements de l’alanine, un acide aminé 
apolaire conservé, en deux acides aminés phosphorylables (thréonine et sérine), pourraient 
avoir des conséquences pathologiques (figure 25). En lien avec le tableau clinique 
neurologique de ce patient, l’expression de Clueless chez la drosophile a été montré comme 
essentiel à la division asymétrique des neuroblastes (Goh et al., 2013) et l’interaction de 
CLUH avec la voie PINK1/PARKIN ouvre la possibilité de son implication dans des 
maladies neurodégénératives, affectant spécifiquement certaines régions du cerveau, comme 
rapporté dans la maladie de Parkinson (Sen et al., 2015). 
 
Figure 23. L’association de deux mutations hétérozygotes composites de CLUH 
induit une anomalie du système nerveux central: (A) arbre généalogique de la famille 
de l’individu atteint ; les parents porteurs d’une mutation hétérozygote de CLUH en 
position 817 de la séquence codante (c.817G>T chez la mère et c.817G>A chez le père) 
sans conséquence pathologique lorsque hétérozygote, ont transmis leur allèle muté à leur 
fils. (B) Les mutations ont pour conséquence le changement de l’alanine en position 273 
du domaine GSKIP, en sérine ou en thréonine.  
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Figure 24. Les mutations hétérozygotes composites p.A273S/T sont potentiellement 
pathogènes : l’analyse des mutations c.817G>T (panel A) et c.817G>A (panel B) de 
CLUH par l’outil Mutation Taster prédit une pathogénicité de ces polymorphismes et 
montre la conservation de l’alanine en position 273 au cours de l’évolution. Le carreau 
bleu marque la position de la mutation et le carreau rose marque l’alanine conservée. 
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En outre, dans la même banque de données, de grandes délétions et insertions 
chromosomiques ont été également découvertes au niveau du gène CLUH. L’interprétation de 
ces remaniements chromosomiques est complexe car incluant de nombreux gènes voisins de 
CLUH. En revanche, deux patients (patient 1 et 2) présentant des délétions de novo ont attiré 
notre attention. Le patient 1 possède une délétion hétérozygote de la totalité du gène CLUH, 
avec une partie du gène PAFAH1B1 voisin (platelet activating factor acetylhydrolase 1b 
regulatory subunit 1). Le patient 2 présente une délétion hétérozygote d’une partie des deux 
gènes CLUH et PAFAH1B1 (figure 26). Les deux patients souffrent d’une lissencéphalie, 
caractérisée par un défaut spécifique de la migration neuronale au cours de l’embryogenèse et 
la perte de l’organisation normale du cortex cérébral. Le patient 1 présente également une 
malformation crâniale et une hypotonie musculaire. En plus d’une fonction avérée dans le 
développement cérébral, PAFAH1B1 régule aussi l’activité de la dynéine, un moteur 
protéique responsable du transport rétrograde. De façon surprenante, la réduction du taux de 
PAFAH1B1 augmente le transport mitochondrial et protège les neurones de la drosophile 
adulte (Vagnoni et al., 2016), un effet inverse à la délétion de CLUH. On peut de ce fait 
imaginer que la mutation de PAFAH1B1 ait un effet compensateur à l’absence de CLUH, et 
confère une protection relative des individus ayant une délétion partielle ou totale de CLUH. 
Cependant, toutes ces informations sont insuffisantes pour clairement impliquer CLUH 
comme seul responsable des tableaux cliniques rapportées. L’identification d’autres patients 
présentant des mutations ponctuelles récessives ou dominantes dans CLUH permettra de 
mieux caractériser le rôle clé de cette protéine et d’établir une corrélation entre les fonctions 
de CLUH et la spécificité des tissus affectés. 
Une autre perspective intéressante consisterait à introduire le changement d’acide aminé 
p.A273S dans le gène Cluh murin, afin d’étudier le phénotype de la souris homozygote. 
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Figure 25. Une délétion de novo incluant CLUH et PAFAH1B1 est pathogène: le 
patient 1 présente une délétion de 102808 paires de bases comprenant la totalité de CLUH 
et une partie de PAFAH1B1, le patient 2 présente une délétion de 26702 paires de bases 
comprenant une partie de CLUH et une partie de PAFAH1B1. La région grisée représente 
la position de CLUH par rapport aux délétions marquées en rouge pour les deux patients. 
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Biallelic Variants in UBA5 Reveal
that Disruption of the UFM1 Cascade
Can Result in Early-Onset Encephalopathy
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Guy Lenaers,2,14 Pascale Bomont,4,14 Eva Liebau,3,14 and Dominique Bonneau1,2,14,*
Via whole-exome sequencing, we identified rare autosomal-recessive variants in UBA5 in five children from four unrelated families
affected with a similar pattern of severe intellectual deficiency, microcephaly, movement disorders, and/or early-onset intractable epi-
lepsy. UBA5 encodes the E1-activating enzyme of ubiquitin-fold modifier 1 (UFM1), a recently identified ubiquitin-like protein.
Biochemical studies of mutant UBA5 proteins and studies in fibroblasts from affected individuals revealed that UBA5mutations impair
the process of ufmylation, resulting in an abnormal endoplasmic reticulum structure. In Caenorhabditis elegans, knockout of uba-5 and of
human orthologous genes in the UFM1 cascade alter cholinergic, but not glutamatergic, neurotransmission. In addition, uba5 silencing
in zebrafish decreased motility while inducing abnormal movements suggestive of seizures. These clinical, biochemical, and experi-
mental findings support our finding of UBA5mutations as a pathophysiological cause for early-onset encephalopathies due to abnormal
protein ufmylation.Post-translational modifications (PTM) of proteins by ubiq-
uitin and ubiquitin-like peptides increase the functional
diversity of the proteome and are critical regulatory pro-
cesses involved in many cellular functions including the
control of cell cycle, stress response, signaling transduc-
tion, and immune response.1
The covalent attachment of the ubiquitin-fold modifier
1 (UFM1) to a target protein, also named ufmylation, is a
recently identified ubiquitin-like PTM.2 Similarly to ubiq-
uitination, ufmylation requires a series of enzymes referred
to as E1 activating enzyme (UBA5), E2 conjugating enzyme
(UFC1), and E3 ligase (UFL1) to transfer UFM1 to its
targets.3 Most members of the UFM1 cascade and target
proteins are localized in a large protein complex at the
luminal site of the endoplasmic reticulum (ER) and are
involved in the regulation of the unfolded protein
response (UPR) and ER-stress-mediated apoptosis.4,5 The
UFM1 cascade has also been involved in the development
of various cancers6,7 and other diseases.5,8,9 However, the
specific biological function of ufmylation and the clinical
implications of its dysfunction remain largely uncharacter-1Department of Biochemistry and Genetics, University Hospital, 49933 Angers
of Angers, 49933 Angers Cedex 9, France; 3Department of Molecular Physiolo
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of Pediatric Neurology, National Reference Center for Rare Epilepsies, Univers
Pediatric Neurology, University Hospital, 49933 Angers Cedex 9, France; 10
CSIC/University of Seville, 41013 Seville, Spain; 11Department of General Ped
versity Hospital Heidelberg, 69120 Heidelberg, Germany; 12Institute of Huma
13These authors contributed equally to this work
14These authors contributed equally to this work
*Correspondence: dobonneau@chu-angers.fr
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 2016 American Society of Human Genetics.ized, even though Duan et al.10 reported recently the
putative involvement of UBA5 in a single family affected
with recessive cerebellar ataxia. Here, we report the
involvement of the ufmylation cascade in a severe auto-
somal-recessive early-onset neurological disorder through
the identification of biallelic mutations in UBA5 (MIM:
610552) in four unrelated families.
This study was approved by the Angers University Hospi-
tal Ethics Committee (N 2016-40). Participants or their
parents provided informed, written consent for genetic
studies. Using whole-exome sequencing (WES) as a clinical
diagnostic tool, we identified rare variants in UBA5 (Gen-
Bank: NM_024818) in two children from a French family
(family A, Figure 1). These children developed an early-
onset severe neurological disorder consisting of infantile
spasms followed by the development of intractable epi-
lepsy, movement disorders, severe intellectual disability,
acquired microcephaly, and failure to thrive (Table 1 and
Supplemental Note). We excluded a dominant mutation
with a germline mosaicism in one of the parents, and
X-linked mutations. Then, in the absence of obviousCedex 9, France; 2UMR CNRS 6214-INSERM 1083 and PREMMI, University
gy, Westfa¨lische Wilhelms-University Mu¨nster, 48143 Mu¨nster, Germany;
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any; 6Department of Genetics and Metabolism, Phoenix Children’s Medical
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Institute of Biomedicine of Seville, University Hospital Virgen del Rocı´o/
iatrics, Division of Pediatric Metabolic Medicine and Neuropediatrics, Uni-
n Genetics, Helmholtz Zentrum Mu¨nchen, 85764 Neuherberg, Germany
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Figure 1. Identification and Segregation of UBA5 Mutations and Brain MRI of the Five Affected Individuals
(A) Families with mutations in UBA5. Filled black symbols represent the affected individuals. Allelic status is given below each tested
individual. Representative chromatograms show the compound heterozygous mutations for each family (family A: c.904C>T,
c.1111G>A; family B: c.1111G>A, c.971_972insC; family C: c.778G>A, c.1165G>T; family D: c.169A>G, c.503G>A). Red arrows
indicate the position of the nucleotide change. Schematic overview of the 12 exons (gray boxes) of human UBA5, with missense
(gray diamonds) and nonsense (red diamonds) mutations.
(B) Brain MRI of the five affected individuals. Sagittal T1 (i, ii, iii, and v) and sagittal T2 (iv) images are shown. A thin corpus callosum in
individuals II-1 from family A, II-2 from family B, and II-2 from family D (i, iii, v), cortical atrophy in individual II-2 from family D (v),
and cerebellar atrophy (arrows) without brainstem anomalies in individuals II-1 from family C and II-2 from family D (iv, v) are observed.
Axial T2 images (vi, vii, and viii) and T2 Flair (ix, x) are shown. White matter hyperintensities (arrowheads) in insula subcortical white
matter (individual II-1 in family A [vi]), periventricular region (individuals II-1 in family C and II-2 in family D [ix, x]), and delayed mye-
lination (individual II-2 in family B) are observed (viii). Widening of sylvian fissures (individuals II-1 and II-2 in family A [vi, vii]) and
global cortical atrophy with ventricular dilation (individual II-2 in family D [x]) are observed.
Please cite this article in press as: Colin et al., Biallelic Variants in UBA5 Reveal that Disruption of the UFM1 Cascade Can Result in Early-
Onset Encephalopathy, The American Journal of Human Genetics (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.ajhg.2016.06.030consanguinity and blocks of homozygosity on the SNP
array (data not shown), we prioritized WES data filtering
for compound-heterozygous damaging variants and found
that both children harbored rare biallelic UBA5 variants
(Table 1).
We then evaluated UBA5 using Sanger sequencing in a
cohort of 51 children affected with early-onset epileptic
encephalopathy of unknown etiology, and we failed to2 The American Journal of Human Genetics 99, 1–9, September 1, 20find any additional case subjects. Next, we contacted
several European genetic centers performing WES for ge-
netic determination of unknown disorders and identified
two additional unrelated families (C and D, Figure 1A)
with rare biallelic variants of UBA5 (Table 1). In each of
these families, the child had severe intellectual disability
and movement disorder, but no epilepsy (Table 1 and Sup-
plemental Note).16
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Please cite this article in press as: Colin et al., Biallelic Variants in UBA5 Reveal that Disruption of the UFM1 Cascade Can Result in Early-
Onset Encephalopathy, The American Journal of Human Genetics (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.ajhg.2016.06.030An additional child (family B) was identified through the
family’s blog that mentioned the identification through
WES of UBA5 variants. We contacted this family and the
geneticists treating the child and obtained detailed clinical
and molecular information (Table 1 and Supplemental
Note).
WES was performed on affected children and on their
both parents in families A and B and was performed only
on affected children in families C and D. WES was per-
formed at Integragen SA (family A), GeneDX (family B),
and the Institute of Human Genetics, Helmholtz Center
(families C and D). Whole-exome capture was performed
using Agilent SureSelect Human All-Exon kit (v.2 for fam-
ilies A, B, and C and v.4 for family D). Sequencing was per-
formed with Illumina Hiseq 2000 or 2500 generating
paired-end reads. Average depth of coverage for families
A, B, C, and D was 353, 433, 1343, and 783, respectively.
More than 91% of targeted regions were covered at least 10
times. DNA sequences were mapped to the reference
human genome sequence (UCSC hg19) with Eland V2
for individuals from family A and BWA for individuals
from families B, C, and D. CASAVA v.1.8 was used to
perform variant calling and annotation for individuals
from family A. SAMtools v.0.1.7 was used to detect sin-
gle-nucleotide variants and small insertions and deletions
for individuals from families B, C, and D.
Variants predicted to result in nonsynonymous or frame-
shift changes were further filtered to prioritize both rare
variants with a minor allele frequency (MAF) of less than
1% and novel variants. None of the affected children had
rare variant with a MAF of less than 0.1% in any known
genes associated with early-onset encephalopathies.
All UBA5 variants were verified by Sanger sequencing. In
all families, the segregation was consistent with a recessive
mode of inheritance. We identified a total of seven rare
UBA5 variants including five missense variants, one
nonsense variant, and one 1-bp insertion resulting in a
frameshift followed by a premature stop codon (Table 1).
Notably, all missense variants affected highly conserved
amino acid residues (Figure S1). All these variants but
one are predicted to be damaging by SIFT, MutationTaster,
PolyPhen-2 HVAR, and PROVEAN prediction algorithms
(Table S1). The p.Val260Met change is predicted to be
neutral and benign by PROVEAN and PolyPhen-2 HVAR
but damaging and disease-causing by SIFT and Muta-
tionTaster, respectively. Two of the missense variants are
recorded in dbSNP 141 and Exome Aggregation Con-
sortium (ExAC) databases: c.1111G>A (p.Ala371Thr) and
c.169A>G (p.Met57Val) (Table S1).
In ExAC, the allele frequency of the c.169A>G variant is
8.3 3 105, which is compatible with the expected very
low prevalence of the disease. However, the allele fre-
quency of c.1111G>A is 0.0046 in the Finnish population,
0.0028 in the remaining European population, and
0.00297 in the French Exome (FREX) Project database.
The calculated prevalence of individuals who are homozy-
gous for this variant would therefore vary from 1/113.370merican Journal of Human Genetics 99, 1–9, September 1, 2016 3
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Onset Encephalopathy, The American Journal of Human Genetics (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.ajhg.2016.06.030and 1/128.460 in the French and European populations,
respectively, to 1/47,260 in the Finnish population. How-
ever, c.1111G>A may act as a hypomorphic allele, as one
individual who is homozygous for this allele was identified
among 10,490 persons enrolled in the Finnish Sequencing
Initiative Suomi (SISu) database. Importantly, this individ-
ual, who is in his fifties, is free from any neurological
disorder (A.-E. Lehesjoki, personal communication).
Nevertheless, in the three individuals with the most
severe phenotypes of this study (families A and B), the
c.1111G>A allele is associated with a loss-of-function
(LOF) allele. Five LOF variants are recorded for UBA5 in
the ExAC database (Table S2) and none in the FREX
database. Given the allele frequency of these variants in
the European population, the maximum probability that
compound heterozygosity of c.1111G>A and a LOF allele
would occur by chance is 1/3.06 3 106 (Table S2), whereas
that of c.1111G>A and c.169A>G would be 1/2.62 3 106.
These associations are absent in the ExAC and FREX
databases.
Similarly, homozygosity or compound heterozygosyty
of LOF alleles would have a maximum frequency of
1/73 3 106 in the European population. However, the
combination of two LOF alleles is likely to be embryoni-
cally lethal, as reported for Uba5 KO mouse11 and
Drosophila10 models. Finally, any other association of path-
ogenic missense variants cannot be calculated, as they are
not recorded in any database.
To analyze the consequences of the seven UBA5
mutations identified in this study on UFM1 activation, a
time-dependent in vitro thioester formation assay was
performed as previously described2 (Figures 2A and S2).
We used recombinant UBA5 isoforms reproducing the
seven mutations and UFM1 (MIM: 610553), synthesized
in fusion with Glutathion-S-Transferase (GST). Reaction
mixtures containing one of each UBA5 proteins, UFM1,
and ATP were incubated during 0, 2, and 20 min before
analyses. Conjugates of UFM1 to UBA5 variants were
observed for all UBA5 proteins, except for the p.Gln302*
and p.Gly168Glu mutants. Nevertheless, we observed a
significantly delayed activity for the p.Met57Val and
p.Val260Met proteins and a slightly reduced activity for
the p.Ala371Thr and p.Asp389Tyr proteins. Surprisingly,
we also found a residual activity for the p.Lys324Asnfs*
14 truncated protein.
We also investigated whether UBA5 mutations affect
UFM1 conjugation to UFC1 using a trans-thioester assay.2
We incubated UBA5 isoforms with UFM1, UFC1, and
ATP for 0, 3, and 30 min (Figures 2B and S3). UBA5-
p.Asp389Tyr conjugation activity was similar to WT
UBA5, whereas p.Met57Val, p.Val260Met, and p.Ala371Thr
proteins had significantly delayed trans-thiol activities and
p.Lys324Asnfs*14, p.Gln302*, and p.Gly168Glu proteins
had no detectable activity (Figure 2B).
Thus, in vitro UBA5 activation and conjugation assays
show that p.Gln302* and p.Gly168Glu proteins are cata-
lytically inactive, whereas p.Met57Val, p.Val260Met, and4 The American Journal of Human Genetics 99, 1–9, September 1, 20p.Lys324Asnfs*14 proteins have drastic reductions in
catalytic activities. In contrast, the p.Ala371Thr and
p.Asp389Tyr protein activities are barely reduced which
is consistent with the fact that both amino acid changes
are located out of the catalytic domain (aa. 57–329) and
which gives an additional argument in favor of hypomor-
phic alleles.
Notably, the clinical severity of the disorder appears to
correlate with residual UBA5 activity. Infantile spasms
and pharmacoresistant epilepsy were observed in the three
children with a null allele (families A and B) associated
with drastically decreased UBA5 activity, whereas children
with two missense variants (families C and D) associated
with milder impairment of UBA5 activity had develop-
mental delays and movement disorder but no epilepsy.
We also analyzed skin fibroblasts from the two
affected children in family A. In a western blot assay,
fibroblasts from these individuals, compared to WT fibro-
blast, showed markedly decreased expression of UBA5
(50% decrease) and ufmylated UBA5 (60% decrease)
(Figure 2C). Expression of UFC1, encoding the E2 enzyme
of the ufmylation cascade, and UFM1 were increased in
the individual’s fibroblasts compared to WT fibroblasts
(Figure 2D and 2E). UBA5 ufmylation after a 24 hr-long tu-
nicamycin (TM) treatment was increased inWTcells, while
mutant cells were unable to increase UBA5 ufmylation
(Figure 2F). In addition, mutant cells were resistant to TM
long exposure and showed similar pro-apoptotic stauro-
sporine sensitivity as WT cells (Figure S4). Confocal live
cell imaging revealed an expanded ER network in UBA5
mutant compared to WT fibroblasts (Figure 2G). Taken
together, these results indicate that the ufmylation
pathway is defective in UBA5 mutant fibroblasts, with
decreased content of UBA5 and increased content of
UFC1 and UFM1.
At a cellular level in mutant fibroblasts, the ER volume is
increased and response to TM treatment is deficient. Both
of these features are typically observed in cells suffering
from ER stress.
The Ufm1 cascade in C. elegans is evolutionarily
conserved, with similar targets as in humans.12 Thus, we
analyzed the neurotransmission capacity of worm carrying
deletions in the genes encoding for the E1 enzyme Uba5,
the protease Ufsp2, and for the ufmylation targets Ufbp1
or Cdkr3, using aldicarb, an Ach esterase inhibitor, and
pentylenetetrazole (PTZ), a GABA receptor antagonist.13
Wild-type (N2 Bristol)14 and Ufm1 cascade mutant
worms (Table S3) did not show a seizure phenotype in
the presence of PTZ, whereas PTZ-sensitive worms (unc-
43)15 showed severe seizure phenotypes (data not shown).
However, compared to WT animals, all Ufm1 cascade mu-
tants displayed a significantly higher rate of pharynx
grinder paralysis in the presence of aldicarb (Figure 3A),
pointing to a pathophysiological mechanism involving
an increased amount of ACh in the neuromuscular junc-
tions.13 Our data are consistent with those obtained in a
Drosophila model in which UBA5 knockdown induced16
Figure 2. Biochemical and Cellular Characterization of the UBA5 Disease-Causing Variants
(A and B) UBA5, UFM1, and UFC1 recombinant proteins were produced in E. coli, purified, and used for in vitro UFM1 thioester activa-
tion and trans-thioester conjugation reactions, according to published protocols.2
(A) In vitro assessment of UFM1 thioester activation by the UBA5-Glutathion-S-Transferase (GST) fusion proteins, each carrying one of
the mutations of the affected families. The thioester formations were monitored after 2 min of incubation.
(B) Assessment of UFM1 trans-thioester conjugation to UFC1 by the UBA5-GST fusion proteins carrying each one of themutations of the
affected families. The trans-thioester formations were monitored after 3 min of incubation.
Three independent experiments were used for quantification and statistical analyses by one-way ANOVA, Bonferroni’s multiple compar-
ison test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
(C–G) Skin fibroblasts from the two affected individuals from family A (P1 equate to II-1 and P2 equate to II-2) and from two control
subjects were grown in DMEM-F12 for 24 hr and used for assessing the UFM1 cascade.
(C) Representative western blots (top) of free (lower bands) and ufmylated (upper bands) UBA5 (Proteintech cat# 12093-1-AP, RRID:
AB_2211743) and GAPDH (GeneTex cat# GTX100118, RRID: AB_1080976) proteins in control (C1, C2) and UBA5mutant (P1, P2) fibro-
blast protein extracts, and quantification (bottom) of the relative levels of UBA5/GAPDH and UBA5-UFM1/GAPDH.
(D) Representative western blots (top) of UFC1 (Abcam cat# ab189251) and quantification (bottom) of UFC1 expression level related to
TUBA (Sigma-Aldrich cat# T9026, RRID: AB_477593).
(E) Representative western blots (top) in non-reducing conditions (using Optiblot LDS Sample buffer, Abcam) of free UFM1 (Abcam cat#
ab109305, RRID: AB_10864) and quantification (bottom) of UFM1 expression level related to TUBA.
(F) Representative western blots (top) of UBA5 ufmylation with (þ) and without () 10 mg/mL of tunicamycin (TM, BML-CC104, Enzo
Life Sciences) treatment for 24 hr and quantification (bottom) related to TUBA. Three independent experiments were used for quanti-
fication and statistical analyses using Student’s t test, *p < 0.05; **p < 0.01.
(G) Confocal live images of WT (C1, C2) and UBA5mutant (P1, P2) fibroblasts transduced by an RFP-tagged ER red probe (C10591, Cell-
Light ER-RFP, BacMam 2.0, Thermo Fischer Scientific), and stained with MitoTracker-green (M7514, Thermofisher) to reveal the ER and
mitochondria. Arrows highlight expanded ER network in UBA5 mutant fibroblasts. Scale bar represents 10 mm.
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Figure 3. Characterization of C. elegans Strains Deleted for Genes Involved in Ufmylation and Zebrafish Silenced for uba5
(A–C) C. elegans UFM-1 cascade deletion strains uba-5(ok3364), ufbp-1(tm5221), ufsp-2(tm5790), and cdkr-3(tm4876) were used for the
following experiments and compared to the wild-type (WT) strain (N2 Bristol).
(A) Assessment of grinder paralysis of the UFM-1 cascade deletion strains treated with 0.5 mM aldicarb for 60 min reveal that the
mutants display a highly significant increase in grinder paralysis, witnessing failure to negatively regulate acetylcholine release (ANOVA,
**p < 0.01).
(B) Assessment of survival of the UFM-1 cascade deletion strains, after an 18 hr treatment with the ER-stressor dithiothreitol (DTT,
11 mM), show that mutants are resistant to ER stress, compared to WT animals (ANOVA, *p < 0.05).
(C) Assessment of chemotaxis toward the attractant diacetyl of the UFM-1 cascade deletion strains shows that the percentage of animals
entering the landmark containing diacetyl (1/1,000) was significantly lower for the UFM-1 cascade deletion mutants compared to WT
(Kaplan-Meier curve, p < 0.01). Negative control odr-3(n1605) worms were unable to sense diacetyl. Trajectories of the worms were re-
corded for 7.5 min with 10 frames per second via the FTIR-based Imaging Method (FIM).26
(D and E) Zebrafish from the AB genetic background were maintained at 28C on a 14 hr light and 10 hr dark cycle, and fertilized eggs
were injected with the antisense uba5morpholino oligonucleotide (MO) and the mismatch oligonucleotide (Mis) at a concentration of
0.35 pM.
(D) Assessment of 72 hpf larvae motility, after a slight mechanical stimulation on the tail. Themotion of individual larvae was examined
(left) and scored (right) as normal swimming, looping swimming (red arrow), pinwheel swimming (blue arrow), or immobile and re-
vealed a significant and specific alteration of swimming in uba5-depleted animals (MO), compared to larvae injected with the mismatch
morpholino (Mis) and control larvae (WT). Quantification of the swimming behavior showed a normalmotility forWTandMis-injected
larvae, whereas 45.1% of theMO showed impairedmotility: 22%were immobile, 20.7% exhibited looping swimming, and 2.4% showed
pinwheel swimming.
(E) Spontaneous motility of zebrafish monitored at 5 days post fertilization (dpf) using the Zebrabox recording system (Viewpoint). The
cumulative movement of representative WT, Mis, and MO larvae is represented (left). The quantification of the velocity (right, mm/s),
expressed as percentages of the WT values, revealed a significant decreased motility in uba5-depleted zebrafish (***p < 0.001 between
WT/MO and between Mis/MO but not significant between WT/Mis; statistical significance was inferred with the non-parametric
Mann-Whitney test). Horizontal bars in the boxes represent the median values, horizontal bars outside the boxes represent the maximal
and minimal individual values (in the WT, the maximal individual value was 676%).
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neuromuscular junctions (NMJs).10 Treatment with levam-
isole, an ACh receptor agonist known to paralyze worms,16
did not induce differences in motility between control and
mutant worms (Figure S5), suggesting that the alteration of
Ufm1 cascade and of Ufbp1 and Cdkr3 induce increased
ACh release in neuromuscular junctions. Although it is
premature to directly extrapolate these results to brain
dysfunction in humans, it is interesting to note the estab-6 The American Journal of Human Genetics 99, 1–9, September 1, 20lished associations between ACh neuron function and se-
vere central neurological disorders. First, mutations in
CHRNA4 (MIM: 118504), CHRNB2 (MIM: 118507), and
CHRNA2 (MIM: 118502), encoding nicotinic acetylcholine
receptor (nAChR) a and b subunits, cause autosomal-domi-
nant nocturnal frontal lobe epilepsy (ADNFLE [MIM:
600513]), an epileptic disorder with clusters of motor sei-
zures occurring predominantly during sleep.17,18 In addi-
tion, neuronal nAChRs participating in synaptic plasticity16
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ment.19 Second, disruptions or alterations of nicotinic
cholinergic mechanisms are involved in neurological
disorders, including epilepsy, schizophrenia, Parkinson
disease, dementia with Lewy bodies, and Alzheimer dis-
ease.19 Finally, a selective reduction in acetylcholinergic
neurons (AChNs) has been found in the pedunculopon-
tine tegmental nucleus of people with refractory epilepsy
including infantile spasms.20 Although these findings sup-
port a role for AChNs dysfunction in neurologic disorders
(including some with epilepsy), it is fair to conclude that
the specific chain of events from UBA5 dysfunction to
the associated clinical condition reported here (with refrac-
tory epilepsy, movement disorders, and severe develop-
mental delay) remains largely uncharacterized—an unsur-
prising situation given the complexity of the cholinergic
regulation in both developing and mature brains.21
In addition, because C. elegans uba-5(ok3364) mutants
are resistant to ER stress,12 we monitored the effect of
dithiothreitol (DDT) treatment on all Ufm1 cascade mu-
tants and found that, compared to WT, they were resistant
to ER stress (Figure 3B). Therefore, both in mutated fibro-
blasts and in C. elegans, alteration of the Ufm1 cascade
induces ER-stress resistance, although without triggering
the unfolded protein response (UPR; data not shown).
Together, these data suggest that a close connection exists
between ufmylation and ER physiology, without pointing
to the UPR as the culprit mechanism in this disease. Our re-
sults further suggest that the ufmylation targets UFBP1 and
CDK5RAP3, which are involved in functions downstream
of UFM1 cascade,5,6,22–24 might play a crucial role in the
pathogenicity of the disease. Indeed, these proteins aggre-
gate in a large complex with UFL1 and UFSP2 at the ER
membrane,5,6,23,25 and CDK5RAP3 decreases the kinase
activity of CDK5, which mutations are responsible for a
severe form of epileptic encephalopathy associated with
lissencephaly.26
In a next step, using a computer-aided chemotaxis assay,
we analyzed the effects of the Ufm1 cascade on C. elegans
sensorial behavior by a chemotaxis assay with the attrac-
tant diacetyl.27 Results revealed a decreased ability in
sensing diacetyl in all mutants compared to WT animals
(Figure 3C), pointing to a failure in the C. elegans sensory
system in the absence of the Ufm1 cascade and its targets.
Finally, we examined the phenotype of zebrafish (Danio
rerio) silenced for uba5. We first identified the single uba5
ortholog gene in the zebrafish genome (GenBank:
NP_001292546.1), which encodes a protein sharing 80%
identity with human UBA5. The uba5 morpholinos
(MOs) and mismatch MOs (Mis) (Gene Tools) were de-
signed against the splice junction between intron 1 and
exon 2 of the zebrafish uba5. Embryos injected with
uba5-MO or control uba5-Mis did not reveal mor-
phological alteration in comparison to non-injected WT
embryos at 24, 48, and 72 hr post fertilization (hpf)
(data not shown), indicating a normal development of
uba5-depleted larvae. Nevertheless, the motility of theThe Amorphants was considerably altered, as suspected by their
decreased movements and difficulty to exit the chorion
(data not show). To quantify the motility defect, we exam-
ined the touch-escape response of larvae at 72 hpf.
Although WT and uba5-Mis injected larvae exhibited
linear movement upon stimulation, morphants were
either unable to move or exhibited looping or pinwheel
swimming (Figure 3D, showing representative traces of
Movies S1, S2, and S3). The analysis of large populations re-
vealed a pronounced impaired motility in 45.1% of the
uba5-MO-injected larvae (Figure 3D, Movies S4, S5, and
S6), with predominant looping (37% of the mobile mor-
phants). To further characterize the motor activity of
uba5-depeleted zebrafishes, we tracked the spontaneous
motility of 5-day-old larvae, which revealed a severe and
specific decrease in morphant motility (Figure 3E). Thus,
silencing of uba5 in zebrafish resulted in seizure-like
behavior28,29 and decreased locomotor function, both
reminiscent of clinical phenotypes in the most severely
affected children in this study. The findings underscore
the crucial importance of UBA5 activity and thereby pro-
tein ufmylation in central nervous system function.
Further suggestive evidence linking ufmylation to
neurological disorders derives from the observation that
UFC1 and UFM1 colocalize with NCAM on the cell surface
of neurons.30 NCAM is a neural cell adhesion molecule
implicated in axon growth, neuronal differentiation, and
synaptic plasticity in brain. UFM1 overexpression also in-
creases the endocytosis of NCAM, a process that has to
be fine-tuned for proper nervous system development.31
Finally, interactors of the ufmylation cascade have been
found usingmass spectrometry,32 including USP9X, which
is required for proper neural cell migration and axonal
growth. Loss-of-function mutations of USP9X (MIM:
300072) cause an X-linked intellectual disability.33
In summary, we report clinical, molecular, and experi-
mental evidence indicating that biallelic UBA5 mutations
cause early-onset encephalopathy characterized by sei-
zures, developmental delays, and movement disorders.
We suggest that adding UBA5 to gene panels targeted to in-
dividuals with early-onset refractory seizures or movement
disorders accompanied by severe intellectual deficiency
could increase the diagnostic yield and help with clinical
management and genetic counseling.Accession Numbers
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II. Données supplémentaires 
 
Figure S1. Screening des clones SNB-75 : les clones 3 et 12 sont KO CLUH 
 
Figure S2. La chaîne respiratoire mitochondriale est défectueuse chez les cellules 
SNB-75 KO CLUH : (A) le Western blot des sous-unités mitochondriales ATP5A 
(complexe V), UQCRC2 (complexe III), SDHB (complexe II), COX II (complexe IV) et 
NDUFB8 (complexe I), montre qu’elles sont diminuées chez les KO, (B) un BN-PAGE 
montre la diminution de tous les complexes de la chaîne respiratoire sauf le complexe II  
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Tableau S1 : Les protéines Clu des différents organismes ne possèdent pas de 
séquence N-terminale d’adressage à la mitochondrie : la prédiction de la présence de 
l’adressage mitochondrial a été faite par l’outil MitoProt II pour les 60 premiers résidus 
des protéines 
 
Organisme  Protéine Clu Probabilité de l’adressage 
mitochondrial 
Homo sapiens CLUH 0.1055 
Mus musculus Cluh 0.0592 
Drosophila melanogaster Clueless 0.5195 
Arabidopsis thaliana friendly 0.8171 
Dictyostelium discoideum CluA 0.2897 
Saccharomyces cerevisiae Clu1 0.2483 
 
 
 
 
 
Figure S3. La protéine GSKIP humaine et le domaine GSKIP de la protéine CLUH 
humaine partagent le domaine liant GSK3β, mais pas le domaine liant la protéine 
kinase A (PKA) : l’alignement des deux séquences a été effectué avec l’outil Clustal 
Omega pairwise sequence alignment. 
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III. Fiches techniques 
III.1. Immunoprécipitation 
 
- Les cellules sont centrifugées à 1500 g à 4°C pendant 4-6 minutes, le culot est lavé 
avec 1 mL de PBS 1X, puis une autre centrifugation est effectuée à 8000g à 4°C 
pendant 4-6 minutes. 
- Les cellules sont lysées avec 200 µL de tampon de lyse, puis incubées sur la glace 
pendant 30 minutes avec des agitations intermittentes. 
- Ensuite, le lysat est centrifugé à froid à 20000g pendant 5-10 minutes, puis le 
surnageant est récupéré et 10µL du lysat sont gardés à -20°C pour être chargés sur 
SDS-PAGE ultérieurement (input). 
- 300 µL de tampon de dilution sont ajoutés au lysat, puis 1µg d’anticorps primaire 
CLUH (novus biologicals, eIF3X NB100-93306) est ajouté au mix qui est incubé à 
froid pendant la nuit. 
- Le lendemain, 10 µL de l’anticorps secondaire couplé aux billes magnétiques (new 
England biolabs, S1432S) sont ajoutés, puis l’échantillon est incubé à température 
ambiante pendant 1 heure. Les billes sont immunoprécipitées par un aimant, puis 
lavées par un tampon de lavage. Le lavage est répété une fois. 
- Les billes sont ensuite reprises par du SDS, chauffées à 95°C pendant 5 min, puis 
centrifugées. 
- L’échantillon est ensuite déposé sur gel et soumis à un SDS-PAGE. 
 
La manipulation a été faite de façon identique pour les cellules WT et KO. 
 
Le gel SDS-PAGE a été incubé dans du bleu coomassie + 5% acide acétique, puis des 
opérations de lavages successifs (eau + 5% acide acétique) ont été faites pour visualiser les 
bandes. Seules les bandes spécifiques pour les cellules WT ont été coupées pour les deux 
échantillons WT et KO et analysées par spectrométrie de masse (figure S4). 
Les analyses ont été effectuées à la plateforme BIBS de Nantes (INRA Unité BIA – 
Plateforme Biopolymères, Biologie Structurale), par Madame Hélène Rogniaux. 
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Figure S4. Immunoprécipitation de CLUH dans les lysats cellulaires WT et KO, et 
analyse par SDS-PAGE: les bandes spécifiques du lysat WT (bandes 1 et 3), et les 
bandes de poids moléculaire équivalent chez les KO (bandes 2 et 4) étaient coupées et 
analysées par spectrométrie de masse. 
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III.2. Traitement par la fatostatine 
 
Réactif : 
- PrestoBlue (Invitrogen, A13262) : l’environnement des cellules vivantes est 
réducteur. Ce réactif utilise cette propriété pour mesurer la viabilité cellulaire. Le 
PrestoBlue ou résazurine, est un composé bleu non fluorescent, qui en contact des 
cellules vivantes est réduit en résorufine à fluorescence rouge intense. Ainsi, la 
mesure de sa fluorescence reflète indirectement la viabilité cellulaire. 
 
Procédure :  
- Les cellules WT et KO sont piquées dans des plaques 96 puits à la concentration de 
2500 cellules/puit, ensuite elles sont incubées pendant 24 heures à 37°C. 
- Le lendemain, les cellules sont traitées avec des concentrations croissantes de 
fatostatine (inhibiteur de synthèse lipidique) allant de 0 à 40 µM et puis elles sont 
incubées pendant 3 jours. 
- Au bout de 3 jours, 10 µL du réactif PrestoBlue sont ajoutés dans tous les puits et la 
plaque est ensuite incubée à 37°C pendant une heure. 
- La mesure de la fluorescence a été effectuée par Clariostar (BMG LABTECH) à la 
longueur d’onde de 560 nm. 
 
N.B : Les fiches techniques correspondant aux résultats publiés ou en cours de 
préparation sont décrites dans la section « Matériels et Méthodes » de ces articles. 
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Résumé 
 
La dynamique et la distribution mitochondriale sont essentielles pour l’homéostasie 
énergétique cellulaire. CLUH est une protéine indispensable à la distribution mitochondriale, 
dont la déplétion provoque une agrégation mitochondriale périnucléaire. Afin de comprendre 
le rôle de CLUH dans le métabolisme cellulaire, nous avons généré des cellules knockout 
CLUH par la méthode CRISPR-cas9. Nos résultats montrent que l’agrégation mitochondriale 
est associée à la diminution de la taille cellulaire et à la réduction quantitative des complexes 
de la chaîne respiratoire, menant ainsi à des défauts de la phosphorylation oxydative. Cette 
déficience énergétique est due à la perturbation de la traduction mitochondriale, et provoque 
un shift métabolique vers la glycolyse. Le profil métabolique des cellules KO montre un 
dysfonctionnement du cycle de Krebs et une altération de l’oxydation des acides gras. Dans 
ce sens, nous avons déterminé une fonction cruciale de CLUH dans le couplage de la 
distribution mitochondriale au contrôle de l’état cellulaire énergétique et métabolique. Pour 
approfondir l’analyse de la fonction de CLUH, nous avons effectué une étude de prédiction 
des domaines fonctionnels in silico, et avons identifié cinq domaines évolutivement 
conservés au sein de la séquence primaire de CLUH. De plus, nous démontrons que CLUH 
oligomérise en tétramères et en octomères, qui sont déstabilisés par l’expression ectopique de 
formes tronquées de CLUH dépourvues des domaines Clu-N ou TPR, par un effet dominant 
négatif. En résumé, nos résultats montrent l’importance de CLUH dans le maintien de 
l’homéostasie métabolique cellulaire, et une régulation potentielle de ses fonctions par 
oligomérisation. 
 
Mots clés 
 
CLUH, distribution mitochondriale, métabolisme cellulaire 
 
Abstract 
 
Mitochondrial dynamics and distribution are critical in supplying ATP in response to energy 
demands. CLUH is a highly conserved protein involved in mitochondrial distribution, whose 
dysfunction leads to mitochondrial clustering around the nucleus. To gain insight into the role 
of CLUH in cellular metabolism, we generated CLUH knockout cells using CRISPR/Cas9. 
We show that mitochondrial clustering is associated with a smaller cell size and with 
decreased abundance of respiratory complexes, resulting in OXPHOS defects. This energetic 
impairment was found to be due to the alteration of mitochondrial translation, leading to a 
metabolic shift towards glucose dependency. Metabolomic profiling by mass spectrometry 
disclosed a dysfunctional Krebs cycle and an alteration of fatty acid oxidation. Thus, we 
established a clear function of CLUH in coupling mitochondrial distribution to the control of 
cellular energetic and metabolic status. To further analyze CLUH function, we performed in 
silico the prediction of the functional domains of this protein, disclosing 5 evolutionary 
conserved domains within the CLUH primary sequence. We reveal an oligomerization of 
CLUH into tetramers and octamers, and show a dominant negative effect associated to the 
expression of CLUH truncated forms missing Clu-N or TPR domains. Taken together, our 
studies reveal the importance of CLUH in maintaining cellular metabolism homeostasis and 
the potential regulation of its function through oligomerization.   
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Résumé 
 
La dynamique et la distribution mitochondriale sont 
essentielles pour l’homéostasie énergétique cellulaire. 
CLUH est une protéine indispensable à la distribution 
mitochondriale, dont la déplétion provoque une 
agrégation mitochondriale périnucléaire. Afin de 
comprendre le rôle de CLUH dans le métabolisme 
cellulaire, nous avons généré des cellules knockout 
CLUH par la méthode CRISPR-cas9. Nos résultats 
montrent que l’agrégation mitochondriale est associée à 
la diminution de la taille cellulaire et à la réduction 
quantitative des complexes de la chaîne respiratoire, 
menant ainsi à des défauts de la phosphorylation 
oxydative. Cette déficience énergétique est due à la 
perturbation de la traduction mitochondriale, et 
provoque un shift métabolique vers la glycolyse. Le 
profil métabolique des cellules KO montre un 
dysfonctionnement du cycle de Krebs et une altération 
de l’oxydation des acides gras. Dans ce sens, nous 
avons déterminé une fonction cruciale de CLUH dans le 
couplage de la distribution mitochondriale au contrôle 
de l’état cellulaire énergétique et métabolique. Pour 
approfondir l’analyse de la fonction de CLUH, nous 
avons effectué une étude de prédiction des domaines 
fonctionnels in silico, et avons identifié cinq domaines 
évolutivement conservés au sein de la séquence 
primaire de CLUH. De plus, nous démontrons que 
CLUH oligomérise en tétramères et en octomères, qui 
sont déstabilisés par l’expression ectopique de formes 
tronquées de CLUH dépourvues des domaines Clu-N 
ou TPR, par un effet dominant négatif. En résumé, nos 
résultats montrent l’importance de CLUH dans le 
maintien de l’homéostasie métabolique cellulaire, et une 
régulation potentielle de ses fonctions par 
oligomérisation. 
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Abstract 
 
Mitochondrial dynamics and distribution are critical in 
supplying ATP in response to energy demands. CLUH 
is a highly conserved protein involved in mitochondrial 
distribution, whose dysfunction leads to mitochondrial 
clustering around the nucleus. To gain insight into the 
role of CLUH in cellular metabolism, we generated 
CLUH knockout cells using CRISPR/Cas9. We show 
that mitochondrial clustering is associated with a smaller 
cell size and with decreased abundance of respiratory 
complexes, resulting in OXPHOS defects. This 
energetic impairment was found to be due to the 
alteration of mitochondrial translation, leading to a 
metabolic shift towards glucose dependency. 
Metabolomic profiling by mass spectrometry disclosed a 
dysfunctional Krebs cycle and an alteration of fatty acid 
oxidation. Thus, we established a clear function of 
CLUH in coupling mitochondrial distribution to the 
control of cellular energetic and metabolic status. To 
further analyze CLUH function, we performed in silico 
the prediction of the functional domains of this protein, 
disclosing 5 evolutionary conserved domains within the 
CLUH primary sequence. We reveal an oligomerization 
of CLUH into tetramers and octamers, and show a 
dominant negative effect associated to the expression of 
CLUH truncated forms missing Clu-N or TPR domains. 
Taken together, our studies reveal the importance of 
CLUH in maintaining cellular metabolism homeostasis 
and the potential regulation of its function through 
oligomerization.   
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